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ABC : ATP binding cassette 
AC : adenylyl cyclase 
Air: 0.039% (v/v) CO2 
ATF : activating transcription factor 
ATP: adenosine triphosphate 
AZA: N-(5-sulfamoyl-1 ,3,4-thiadiazol-2-yl) acetamide 
BCT 1 : bicarbonate transporter 1 
BicA: bicarbonate transporter A 
BLS : blobe-like structure 
BSA : bovine serum albumin 
bZIP : basic-leucine zipper 
CA : carbonic anhydrase 
cAMP : cyclic adenosine monophosphate 
CCM : CO2-concentrating mechanism 
CCRE : cAMP IC02 responsive element 
cDNA : complementary deoxyribonucleic acid 
CER: chloroplast endoplasmic reticulum 
CFTR : cystic fibrosis transmembrane conductance regulator 
ChpXlY : CO2 dehydration protein 
CRE : cAMP response element 
CREB : CRE-binding protein 
dbcAMP : dibutylyl cAMP 
DIC : dissolved inorganic carbon 
DIDS : 4,4' -diisothiocyanostilbene-2,2' -disulfonic acid 
DMSO : dimethyl sulfoxide 
DNA: deoxyribonucleic acid 
egfP : the enhanced green fluorescent protein gene 
EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid 
ENU : N-ethyl-N-nitrosourea 
ER : endoplasmic reticulum 
EST: expressed sequence tag 
EZA: 6-ethoxy-2-benzothiazole-sulfonamide 
F 12AS W : half-strength of Guillard' s F artificial seawater 
4 
/epA : fucoxanthin chlorophyll ale binding protein gene 
FID : flame lionization detector 
gapC2 : glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
GC : gas chromatography 
GFP: green fluorescent protein 
HRP : horseradish peroxidase 
IBMX : 3-isobutyl-I-methylxanthine 
KO.5 : half saturation constant 
Km : michaelis constant 
LCII : low CO2 inducible protein 1 
MIMS : membrane inlet mass spectrometry 
mNBC3 : muscle specific Na+-HC03- cotransporter 
MRP: multidrug-resistance-related protein 
NDH : NADPH dehydrogenase 
O.D. : optical density 
ORF : open reading frame 
pC02 : CO2 partial pressure 
PCR : polymerase chain reaction 
PDE : phosphodiesterase 
PDS : particle delivery system 
PEP: phosphoenolpyruvate 
P max: maximum rate of photosynthesis 
PPC : periplastidal compartment 
PPFD : photosynthetic photon flux density 
PS II : photo system II 
RACE: rapid amplification of the cDNA ends 
RI : radioisptope 
RNA: ribonucleic acid 
RT : reverse transcription 
Rubisco : ribulose-l,5-bisphosphate carboxylase I oxygenase 
sAC: soluble adenylyl cyclase 
sbtA: sodium bicarbonate transporter A 
SEM : standard error of the mean 
SD : standard deviation 
SDS : sodium dodecyl sulfate 
SLC : solute carrier protein 
5 
STAS : sulfate transporter anti-sigma factor 
SuIP: sulfate transporter 
TCA: Tri-carboxylic acid cycle 
TEMED : N, N, N ', N'-tetramethyl-l ,2-ethanediamine 
tmAC : transmembrane adenylyl cyclase 
Tris : 2-amino-2-hydroxymethyl-1 ,3-propanediol 
uidA : ~-glucuronidase gene 
umps : uridine-5' -monophosphate synthase gene 
UTEX : University of Texas (culture collection) 
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50%を占めていることが明らかとなった (Tregueret al.， 1995; Falkowski et al.今
2000) 0このうちの約 40%、すなわち、地球全体の一次生産量の約 20%は、珪藻
類によるものである O さらに、地球上の炭素循環だけでなく炭素以外の元素徳
環においても、珪藻類は、非常に重要な役割を担っているほ'regueret al.， 1995; 
Falkowski et al.， 2000) 0従って、珪藻類は、環境生理学的に非常に重要な生物種
であると言える。珪藻は、光独立栄養型の真核藻類であり、地球上の水間にお









に葉緑体忘R (chloroplast endoplasmic reticulum; CER) と呼ばれる 2重膜の計4
重包膜構造をとっている (Fig.1-1) 0 これは、真核漠類が完Ijの真核生物に共生し
た二次共生型の光合成生物であるためと考えられている (Gibbsand Ludwig今




も特徴である (Fig.1-1) 0 さらに、二次共生を裏付ける証拠として、緑藻の遺伝
子にホモロジーを持つ多くの遺伝子が珪藻に保存されていることがゲノム及び
expressed sequence tags (EST) プロジェクトの結果から明らかになってきた
(Armbrust et al.ラ 2004;Montsant et al.， 2005) 0また、珪藻のゲノムは、動物特異
、緑色植物特異的遺伝子、紅藻特異的遺伝子及びそれら 3つのどれに




で あ る が 、 植 物 生 理 学 的 な 研 究 に お い て は 、 シ ア ノ バ ク テ リ ア や 緑 藻 な ど と 比
較 し て 大 き く 遅 れ を と っ て い た 。 し か し な が ら 、 近 年 、 海 洋 性 中 心 目 珪 藻
Thalassiosira p s e u d o n a n a 及 び 海 洋 性 羽 状 目 珪 藻 P h a e o d a Cf)ノ l u m tricornutum に お い
て、 E S T デ ー タ ベ ー ス の 構 築 、 核 及 び 葉 緑 体 の 全 ゲ ノ ム 配 列 の 解 読 ( A r m b r u s t et 
a l.ラ 2 0 0 4 ; M o n t s a n t  et a l.， 2 0 0 5 ;  O u d o t - L e  S e c q  et a l.ラ 2 0 0 7 ; B o w l e r  et a l.ラ 2 0 0 8 ) が 完
了 し 、 同 じ ス ト ラ メ ノ パ イ ル に 属 す る 褐 藻 Ectocarpus siliculosus 及 び
Nannochloropis gα ditana に お い て も 、 全 ゲ ノ ム 配 列 が 解 読 さ れ ( C o c k et a l.， 2 0 1 0 ;  
R a d a k o v i t s  et a l.ラ 2 0 1 2 ) 、 in silico に よ る 細 胞 内 代 謝 の 解 析 も 急 速 に 進 ん で 、 い る 。
さ ら に 、 珪 藻 に お い て は 、 分 子 生 物 学 的 手 法 も 充 実 し て き た 。 P tricornutum 及
び T p s e u d o n a n a に お い て は 、 パ ー テ ィ ク ル ガ ン に よ る 核 ゲ ノ ム へ の 安 定 な 形 質
転 換 法 が 確 立 さ れ ( A p t et a l.ラ 1996; P o u l s e n  et a l.ラ 2 0 0 6 ) 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ヨ
ン を 用 い た P tricornutum の 形 質 転 換 も 可 能 で あ る こ と が 、 最 近 、 報 告 さ れ た (PJil
et a l.ラ 2 0 1 2 )0 形 質 転 換 法 が 確 立 し た こ と に よ り 、 e n h a n c e d g r e e n  fluorescent protein 
g e n e  (egft) や s-glucuronidase g e n e  (uidA) な ど の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 用 い た 解
析 に 加 え (F alciatore et a l.ラ 1999) 、 R N A 干 渉 ( R N A interference :  R N A i ) に よ る 特
定 の 遺 伝 子 の サ イ レ ン シ ン グ も 可 能 に な っ た ( D e R i s o  et a l.ラ 2 0 0 9 ; L a v a u d  et a l.ラ
2 0 1 2 )  0 ま た 、 珪 藻 で 利 用 可 能 な セ レ ク シ ョ ン マ ー カ ー も 充 実 し 、 P tricornutum 
由 来 の uridine-5' - m o n o p h o s p h a t e  synthase g e n e  (ptumps) の サ イ レ ン シ ン グ 及 び
U M P S ホ モ ロ グ に よ る 形 質 相 補 を 行 う こ と に よ っ て 、 こ れ を ス ク リ ー ニ ン グ マ
ー カ ー と し て 利 用 で き る こ と も 報 告 さ れ ( S a k a g u c h i et al ，  2 0 1 1 ) 、 複 数 の 形 質 転
換 ベ ク タ ー の 導 入 も 可 能 に な っ て い る O こ の よ う な 状 況 か ら 、 ラ ン 藻
Synechocystis sp. P C C  6 8 0 3 や 緑 藻 C h l a m y d o m o n a s reinhardtii と 並 ん で 、 f
tricornutum 及 び T p s e u d o n a n a は 、 海 洋 性 珪 藻 類 の モ テ 、 ル 生 物 と し て の 地 位 を 確
立 し た と 言 え る 。
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Fig. 1-1 Four-layered m e m b r a n e  
structure of the chloroplast in 
diatom cel s. A  double-layered 
chloroplast envelope is surrounded by 
a  double-layered m e m b r a n e ，  which is 
called chloroplastic endoplasmic 
reticulum (CER). Outer m e m b r a n e  of 
C E R  is joined with nuclear membrane. 
Globe-shaped thylakoid structure 
called girdle lamellae is located 
、 within the chloroplast membrane. 
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S e c o n d a r y  e n d o s y m b i o s i s  
Fig. 1-2 S c h e m a t i c s  depict the process of p r i m a r y  a n d  s e c o n d a r y  endocytobiosis. A  primary 
endocytobiosis appears to have occurred with a  photosynthetic cyanobacterial-like prokaryote that 
w a s  engulfed a n d  retained b y  a  eukaryotic phagotroph. This primary plastid is b o u n d e d  b y  t w o  
envelope m e m b r a n e s .  This primary endocytobiote w a s  in turn engulfed b y  a  eukaryotic phagotroph ，  
producing secondary plastid with four m e m b r a n e s .  
1  - 2 .  C O
2




光 合 成 生 物 が 、 光 合 成 基 質 と な る
C O
2
を 獲 得 す る た め に は 、 い く つ か の 障 壁
が あ る 。
1 つ 目 は 、 現 大 気 中 で は 、 圧 倒 的 に C O
2
濃 度 が 低 い こ と 、
2
つ 目 は 、
C O
2
の 膜 透 過 性 に は 限 界 が あ る こ と 、
3
つ 目 は 、
C O
2
の 細 胞 内 拡 散 に よ り 、
ribulose-l ふ b i s p h o s p h a t e c a r b o x y  lase/ o x y g e n a s e  ( R u b i s c o ) に 効 率 良 く C O
2
を 供 給
で き な い こ と に よ る 光 合 成 効 率 の 低 下 な ど で あ る 。 陸 上 植 物 は 、 様 々 な 適 応 力
を 進 化 の 過 程 で 獲 得 し 、 こ の 問 題 に 対 処 し て き た 。 特 定 の チ ャ ネ ル ( ア ク ア ポ
リ ン な ど ) を 細 胞 膜 及 び 葉 緑 体 膜 に 発 現 さ せ る こ と に よ り 、 C O
2
の 膜 透 過 性 を 向
上 さ せ ( U e h l e i n et a l.ラ 2005) 、 カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ / オ キ シ ゲ ナ ー ゼ 比 特 異 性 (Srel)
が 高 い R u b i s c o を 発 達 さ せ て き た 。 さ ら に 、 植 物 の 中 に は 、 C
4
経 路 を 獲 得 し た
も の も い る 。 C
4
経 路 は 、 葉 肉 細 胞 に お い て 、 phosphoenolpyruvate ( P E P ) に C O
2
を 一 旦 固 定 し 、 オ キ サ ロ 酢 酸 を 生 成 後 、 様 々 な 物 質 に 変 換 さ れ 、 維 管 束 鞘 細 胞
で 脱 炭 酸 酵 素 に よ っ て
C O
2
が 再 放 出 さ れ 、 R u b i s c o に て C O
2
が 固 定 さ れ る 経 路 で
あ る 。 こ れ に よ り 、
C O
2
の 細 胞 内 拡 散 を 抑 え 、 効 率 良 く C O
2
を
R u b i s c o へ と 供 給
す る こ と が で き る と 考 え ら れ る 。
水 中 は 、 さ ら に C O
2
を 獲 得 す る の が 困 難 な 状 況 に あ る 。 C O
2
分 子 は 容 易 に 水









C O / - の
無 機 炭 素 イ オ ン の 状 態 に な る た め 、 水 中 で は 式 1 に 示 す 平 衡 状 態 を と る 。
H
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仮に 200C、現大気中における CO2分圧 (pC02;0.00039 atm)のCO2を含む大気
との平衡下では、 10幽 15μM程度の H2C03が溶存している。これに対して微細藻
類における RubiscoのKm[C02]値は、ラン藻で 105-185ドM、緑療や紅藻で 12-85
μM、珪藻では 30-41μMであり、 C3型光合成を行う高等植物の値 (10ドM程度)
と比べて CO2に対する親和性が低い (Badgeret al.， 1998) 0 また、溶存分子の拡
散速度は気体分子よりも 10-4倍遅い。そこで、淡水性藻類の中には、 HC03輸を
接的に取り込むことによって、高い光合成効率を維持しているものもいる









細胞外から細胞内に能動的に溶存無機炭素 (dissolvedinorganic carbon : DIC) を
取り込み、蓄積するシステムを持っていることを示唆している (Badgeret al叫
1980; Kaplan et al.今 1980;Miller et al.ラ 1990;Coleman， 1991; Badger and Price今1994;
Colman and Rotatore， 1995; Matsuda and Colman， 1995a; Tortell et al.， 1997; Badger et 
al円 1998;Kaplan and Reinholdラ 1999;Moroney and Somanchiラ 1999;Matsuda et al吋
2001a) 0 これを無機炭素濃縮機構 (C02-concentratingmechanism : CCM)と呼ぶ。
この機構により珪藻類は光呼吸を抑え、 DICに対する高親和型の光合成を行う
ことが出来る。また、これまでの membraneinlet mass spectrometry (MIMS)やラ
ジオアイソトープ (radioisotope: RI)を用いた生理学的解析から、海洋性珪藻類
は、 CO2だけでなく、 HC03酬も取り込む能力を有していることが明らかとなって
いる (Pateland孔1errett，1986; Colman and 弐otatore今 1995; Rotatore et al.ラ 1995;
Johnston and 叉aven，1996;孔1itchelland Beardall今1996;Korb et al.， 1997; Burkhardt et 












てきたと考えられる G これまで、シアノバクテリアにおいては、 3つの HC03-
輪送体Bicarbonatetransporter 1 (BCT1)、Sodiumbicarbonate transporter A (SbtA)、
Bicarbonate transporter A (BicA) と2つの CO2取り込みに関与する因子NADPH
dehydrogenase (Ndh阻む、 Ndh由 14) が同定されているO
BCT1は、企TP!2inding ~assette (ABC)型トランスボーターファミリーに属し、
HC03・との親和性が非常に高いトランスボーターである (Omataet al.， 1999) 0 
BCT1は、 SynechococcusPCC7942において、初めて同定されたが、現在までに
10種以上のシアノバクテリアにおいて、近いホモログがゲノム上に存在するこ
とが確認されている (Priceet al.， 2008) 0 Synechococcus PCC7942由来のBCT1は、
cmpABCDオペEンにコードされており、低CO2環境下及び強光下において、発
現が誘導される (McGinnet al.今 2003，2004; Wang et al， 2004; Woodger et al円 2003，
2005b) 0 CmpAは、 42kDaの膜アンカータンパク質であり、 HC03・結合サイトが
細砲外に出ている。 CmpAにおける HC03・のん値は、約 5μMである (Maedaet 
al.， 2000) 0 CmpAは、結品構造も明らかにされており、 HC03・結合サイトに補因
子として Ca2+が結合していることが示されているが、この Ca2+の HC03・輸送に






半分の取り込み速度を与える Na+濃度 (Ko.s[Na+])は、約 1mMである (Shibata
et al.ラ 2002)0 SbtAは、低CO2環境下で顕著に誘導され、多くのシアノバクテリ
ア種のゲノム上にホモログが存在する。モノマーの SbtAは、約 40kDaの 10間
膜貫通ヘリックスを有するタンパク質であるが、埋ynechocystisPCC6803から精
製した SbtAは、約 160kDaであることから、テトラマーで機能していることが
示唆されている (Zhanget al.， 2004) 0さらに、 5番目と 6番目の膜貫通ヘリック
ス聞には、非常に長い細胞内ドメインが存在しており、この部位は、 HC03・の輪
送活性を制御していることが示唆されている (Price，2011) 0 
BicAは、砂nechococcusPCC7002で初めて陪定され (Priceet al.， 2004)、Na+依




のゲノム上に存在する (Priceet al.ラ 2004;Shelden et al.、 2010)0Synechococcus 
PCC7942由来の BicAのGain四of-function解析において、 Ko.s[Na+]値は、約1.7mM
であることも明らかとなっている (Priceet al川 2004)0 Synechococcus PCC7002由
来のbicAは、低CO2環境下で、高い誘導性を示すが(Priceet al.， 2004; Woodger et al.， 
2007)、砂nechocystisPCC6803においては、生育環境中の CO2濃度にかかわらず
定常的な発現を示す (Wanget al.， 2004) 0また、最近の膜トポロジーの解析から
砂nechococcusPCC7002由来の BicAは、 12回膜貫通ヘリックスを有し、 N及び
C末端は、細胞内に存在することが予測されている (Sheldenet al.， 2010) 0親水




に寄与することが示唆されている (Koet al.， 2004; Shibagaki and Grossman今2004)0 
さらに、 8番目と 9番目の膜貫通ヘリックスの聞には、非常に長い細胞内ドメイ
ンが存在し、この部位も輪送体の活性制御に関与していることが示唆されてい
る (Sheldenet al.， 2010) 0 
NDH阻む及び NDH-14は、それぞれ、チラコイド模及び細胞膜(チラコイド膜
に局在している可能性もある)に局在し、 NDH-bは、 CO2制限環境下で誘導さ
れるが、 NDH-14は、環境 CO2濃度にかかわらず定常的な発現を示す。 ND日間b
及びNDH幽 14の発見は、最初、再ynechocystissp. PCC 6803における CO2取り込み
能を欠失した高 CO2要求性変異体の解析 (Ogawaラ1990;Ogawa， 1991 a; 1991 b)に
端を発し、その後、変異体の原因遺伝子である NAD(P)Hデヒドロゲナーゼ
(NDH四1)のサブユニットをコードする遺伝子を欠失した株を用いた解析が行
われた。その結果、 CO2に対する親和性 (Ko.S[C02]) が異なる 2つの CO2取り込
み系のNdh3D型(約 1-2凶1)、Ndh4D型(約 10μM)が同定された (Klughammer
et al円 1999;Ohkawa et al.， 2000a; Ohkawa et al.， 2001; Shibata et al.ラ2001;Price et al.， 
2002) 0その後、 Ndh3Dは、 NDH-b及びCO2dehydration protein Y (Chp y) と、
Ndh4Dは、 NDH-14及び ChpX と複合体を形成していることが証明された
(Herranen et al吋 2004;Prommeenate et al.今 2004;Zhang et al.今 2004)0この NDH-1
による CO2の取り込みは、 ChpY及び ChpXに存在する CA様の活性によって
(Maeda et al.， 2002; Price et al.， 2002)、CO2から HC03・への変換が行われている
としづ仮説が提唱された (Kaplanand Reinhold今1999)0
緑藻C.reinhardtiiにおいては、複数の HC03-輪送体の存在が示唆されているが、
その中で、 LowCO2 inducible protein 1 (LCl1 )のみが、 HC03・輪送体で、あること
が示されている (Ohnishiet al， 2010) 0 Lcilは、低CO2環境下及び強光下におい
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て誘導される として単離され (Burowet al.， 1996)、MyB様転写因子であ
るLCR1とC.reinhardtiiのCO2感知機構のマスターレギュレーターである CIA5
によってその発現が制御されている(1met al.今2003;Miura et al.今2004;Yoshioka et 






MRP刊)サブフアミリ一に属している o HLA3は、低 CO2及び強光下において、
転写レベルで、誘導され、 CIA5の制御下にある (Fukuzawaet al円 2001;Xing et al.， 
2001; Miura et al.， 2004) 0 HLA3が無機炭素の獲得に重要であることは、 HLA3単
独の欠損株及び他の無機炭素獲得に重要な因子を同時に欠損させた変異株を用







微締藻類 (Volvoxcarteri、Chlorellasp. NC64A、OstreococcusRCC809) において
も見つかっている (Yamanoand Fukuzawa， 2009) 0 
LCI1及び HLA3は、細胞膜における HC03・輸送体の知見で、あったが葉緑体内
及び葉緑体膜に局在する無機炭素輪送体における知見もいくつか得られているO
LCIA (NAR1.2)は、 Formate/Nitrite トランスポーター (FNT) ファミリーに属







っている (Mariscalet al.， 2006) 0 
CCP1とCCP2は、アミノ酸の相同性が 960/0あり、葉緑体に局在する無機炭素
輸送体として考えられている (Spaldingand Jefferyラ1989;Ramazanov et al.， 1993; 








定された (Wangand Spalding今 2006)0 LciBは、既存の遺伝子ファミリーに属
さない新規の遺伝子であり、 LciBと3つのホモログ遺伝子 (LciC、LciD、LciE)
は、低 CO2環境下で誘導されるが、 LciB及び LciCが、最も顕著な誘導を示す
(Wang and Spalding今2006;Yamano et al.ラ2008)0 LCIBのオルソログは、他の縁藻
においても見つかっている (Yamanoet al吋 2010)0 LCIB/Cは、長年、無
機炭素輪送体と考えられてきたが、実際は、可溶性のタンパク質であり、葉緑
体内のスト口マあるいはピレノイド周辺に局在することが明らかとなっている
(Duanmu et al.， 2009a; Yamano et al.ラ2010)0さらに、最近、 LCIB/Cの複合体は、
350 kDaのヘキサマーを形成し、細胞を高 CO2環境下から低 CO2環境下に順化
すると、スト口マ全体からピレノイド周辺に集中的に共局在することが示され








れている (Soupeneet al.， 200え2004;Kustu and lnwood， 2006) 0 RHP 1、長HP2は、
共に 12間膜貫通ヘリックスを有し、最近、 RHP1は、細胞膜に局在することが
明らかにされた (Yoshiharaet al.， 2008) 0 RHP 1の発現は、低CO2環境下より、
高CO2環境下で誘導される。 RHPlのRNAi株は、低CO2環境下での生育は可能
であるが、高 CO2環境下では生育できないことから、 RHP1は、高 CO2環境下
において、 CO2を双方向に輪送し、細胞内外における CO2濃度の平衡を維持す
るために機能していると考えられている (Soupeneet al.， 2004) 0 
一方、 CCMを持たない晴乳類においても、無機炭素輸送体が存在する。その
大きな役割としては、細胞内のホメオスタシスを維持することにあるO 晴乳類
においては、 51のファミリーから成る solutecaηier protein (SLC)のうち、 SLC4
及びSLC26ファミリーに属する 14遺伝子がHC03剛輸送活性を有するタンパク質
をコードしていることが明らかとなっている (Table1) 0この 2つのファミリー
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は、 HC03・輸送体をコードする多重遺伝子ファミリーであり、それぞれが独立的




HC03・輪送体で、あるとしづ完全な結論には歪っていない (Parkeret 弘、 2001;Park 
et al.ラ 2004;Vithana et al.， 2006) 0 また、 1つの遺伝子に対して複数のバリアント
が存在し、細胞内で機能するタンパク質は、さらに多様性を極めている。 SLC4
ファミリーに属する輪送体は、 10-14回膜貫通ヘリックスを有し、晴乳類のあら
ゆる臓器の細胞膜に局在している (Table1) 0 このため、 SLC4遺伝子の変異に
より、様々な遺伝子疾患が引き起こされる (Schofieldet al.ラ 1992; Sander et al.ラ
2002) 0 輸送基質としては、 HC03酬を選択していると考えられているが、一部で
は、 C032-を輸送基質としている可能性も示唆されている。また、 SLC4の輪送形
態としては、現在、 3タイプが知られている。 1つ目は Cl・/HC03酬交換輸送、 2つ
目はNa+/HC03剛共輪送、 3つ自はNa+駆動型 cr/HC03暢交換輪送で、ある (Pushkinet 
al.， 1999; Sterling and Casey今1999;Wang et al.， 2000; Romero et al.， 2004) 0 
SLC26ファミリーは、 10遺伝子から構成され、 HC03・を含めた l価及び 2価
のアニオンを輸送している (Bissiget al.， 1994; Kamiski et al.， 1998; Satoh et al.ラ
1998; Moseley et al.ラ 1999;Scott and Kamiskiラ2000;Soleimani et al.， 2001; Xie et al.， 
2002; Jiang Z et al.， 2002) 0 このうち 5遺伝子がコードするタンパク質が、 HC03-
輪送能を有していることが明らかとなっている (Melvinet al.， 1999; Scott et al.今
1999; Waldegger et al.， 2001; Lohi et al.今 2002)0 また、 SLC26の発現部位も多岐に
渡っており、その変異によって、 SLC4同様に重大な遺伝子疾患が引き起こされ
る (Hoglundet al.， 1996; Everett et al.， 1997) 0 輪送形態、としては、 crとの交換輪
を行っており、 0・チャネルである cysticfibrosis transmembrane conductance 
regulator ( CFTR)が、 SLC26と協調して機能し、 SLC26ファミリーの基質輸送




ていると考えられている (Koet al.今 2002;2004) 0 さらに、 SLC26ファミリーの
ホモログは、バクテリアから哨乳類に至る生物まで、高度に保存されている輸
送体である (Saieret al.， 1999) 0 
2価金属イオン輪送体である SLC39ファミリーが、金属イオンとの共輸送に
よって、 HC03-を輪iぎしているという報告もあるが、現在までに得られている知
見が少ないことから、まだ、議論の余地が残っている (Heet al.， 2006; Girijashanker 
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et al.， 2008) 0 
Table 1-1 Bicarbonate transporters in mammalian 
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(Price et al.， 1992; McKay et a1.ラ 1993 ) 0 FukuzawaらはSynechococcussp. PCC 7942 
から高 CO2要求性変異体を単離し、この変異体が戸型の CAをコードする icfA
に変異があること、及びこの CAがカルボキシゾームの Rubiscoの近傍に
ることを報告した (Fukuzawaet a1.， 1992) 0また、ヒト CA遺伝子を強制的に
Synechococcus sp. PCC 7942の締胞質内に発現させると高 CO2要求性の表現型を




である CsoS3が、 ε型の CAであることが報告されている (Soet a1.， 2004) 0従っ
て、シアノバクテリアにおけるカルボキシゾームCAは、細胞内に蓄積したHC03-
をカルボキシゾーム内で CO2に変換し、効率よく Rubiscoへ供給する役割を果た
していると考えられている (Badgerand Price， 1994; Price et a1.， 1998; Moroney et 
a1.， 2001) 0 
一方、真核藻類においては、緑藻仁 reinhardtiiを中心に CCMにおける CAの
役割が活発に研究されているO 現在、仁 reinhardtiiでは、 3つのペリプラズム CA
(CAHlラCAH2，CAH8)、チラコイドルーメン CA(CAH3)、葉緑体ストロマ CA
(CAH6)、葉緑体内における詳細な局在が不明な CA(CAH7) ，2つのミトコン
ドリア CA(CAH4， CAH5)及び締胞質CA(CAH9)の9つの CAが同定されて
いる。 CAHl及びCAH2は、非常に相同性が高く、いずれも 37kDaのα型 CA
でで、ありべリブプρラズムに局在する(伊Fu叫出球I品水kl回1
逆に、CAH2は高CO2環境で、誘導される CAでで、ある(作Fれu此1水ku山回lzawaet a札1.， 1990; Fujiwara 
et a1.， 1 990) 0細胞膜透過性が低いため、主に細胞外CAに特異的なスルホンアミ
ド系限害剤である N-(5叩 lfamoyl-lム4-thiadiazolふ yl)acetamide (AZA)を用いて、
仁reinhαrdti細胞を処理した場合、アルカリ環境では細胞外DICに対する親和性
が低下するが酸性環境では影響がないことから (Moroneyet al円 1985)、このベリ
プラズム CAは細胞に HC03・から CO2を供給する機能を果たしていると考えら
れていたが、その後 Cahlが破壊された変異体において、アルカリ環境における
生育や CCMの機能に影響がなかったことから、 CAHlはCCMに必須で、はない
ことが示された (Vanand Spalding今 1999)0しかしながら、 CAH8がベリプラズム
に局在することが示唆され (Ynalvezet a1.， 2008)、CAHl欠損株は、 CAH8の相
補により生育やCCMの機能に影響が出なかったことが示唆されている (Ynalvez
et a1.， 2008) 0 CAH3は、当初、細胞内に存在する 29.5kDaのα型 CAとして単離
され (Karlssonet a1.， 1995)、その後これがチラコイドルーメン側に局在する CA
であること (Karlssonet a1.， 1998)、及び光化学系 I (PSII) に接していることが
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確認された (Parket al.， 1999) 0従って、 CAH3は、チラコイドルーメンの酸性環
境を利用して HC03酬を CO2に変換し、その CO2を弐ubiscoへ迅速に供給する役
割を果たしていると考えられている (Raven今1997;Park et al.， 1999; Kaplan and 
Reinhold， 1999) 0また、この CAH3を欠損した変異体は、高 CO2要求性の表現型
を示すことから、 CAH3は低 CO2環境で生育する為に必須であることが示され
ている (Funkeet al.今 1997)0 さらに、 CAH3は Mnクラスターの安定化と
Water冊oxidizingcomplexの活性化を維持するのに必要であるという報告(Villarejo
et al.ラ2002)など PSIIの機能との関連が示唆されたが、その後この説は否定され
ている (Hansonet al.ラ2003)oCAH4とCAH5は、低CO2環境で誘導される 20.7kDa 
のP型 CAとして、ミトコンドリアより単離された (Erikssonet al.， 1996) 0この
2つの CAはcDNAレベルで 96%と非常に棺向性が高く、核ゲノム上ではそれぞ
れがタンデムに並んだ巨大な逆反復配列構造をとっている (Villandet al.， 1997) 0 




ついても報告されている (Giordanoet al.， 2003) 0 CAH6は、葉縁体ストロマに局
在するP型 CAとして同定された (Mitraet al.今 2004)0この CAは低CO2環境で
誘導されるが、高 CO2環境においても構成的に発現している CAである (Mitraet 
al.， 2004) 0 CAH6はストロマのアルカリ環境を使って CO2から HC03-への変換を
行い、葉緑体から細腕質への CO2漏出を防ぐ役割を果たしていることが示唆さ








では細胞外CAを持つことも報告している Oohn四McKayand Colman， 1997) 0ま
た、この細胞外 CAは、低 CO2環境下における DICの取り込みに必須である
Oglesias幽Rodriguezand Merrett， 1997) 0その後、当研究室においても、海洋性珪
藻Ptricornutum UTEX642株を用いて CAとCCMの関係性が調べられた (Satoh





ら、細胞内 CAがCCMに必須であると結論付けられた。 Ptricornutum UTEX642 
株には、 10の CA遺伝子がゲノム上に存在し、分子生物学的手法を用いた CA
の局在解析も行われた (Satohet al円 2001Tanaka et al.今2005;Harada and Matsuda et 
al吋 2005;Tachibana et al.， 2011) 0 P tricornutumにおける GFP蛍光を用いた局在及
び電子顕微鏡による解析から、 α型 CA-I，-I が PPCの一部である blobe-like
structure (BLS) に、 CA-III今回VI，-VIIがCERに、 P型である PtCA1， PtCA2は葉
縁体ピレノイドに局在していたことから、葉緑体及び4重包膜系に CAの局在が
集中していることがわかった (Tachibanaet al.， 2011) 0また、 γ型 CA-VIIIはミト
コンドリアに局在していたことから、緑藻仁 reinhardtiiのCAH4ラ 5と同様に呼
吸で生じた CO2から HC03傭の変換を促進し、TCA回路の補充経路に HC03-を供
給していると考えられる。さらに、 Ptricornutum UTEX642にはG型 CAの存在
が示唆されているが、その局在及び生理的機能は不明である (Parket al.， 2007) 0 
PtCA1及び PtCA2は、低 CO2環境において転写活性及びタンパク質レベルが顕
著に増加することから、典型的な CO2応答性タンパク質であるが、その他の CA
に関しては、定常的な発現を示すことが示されている (Satohet al.， 2001; Harada et 
al.， 2005; Harada and Matsuda， 2005; Tachibana et al.， 2011) 0海洋性珪藻
Thalassiosira weissjlogiiでは、培養液中の CO2濃度及びZn2+濃度が細胞の成長を
協調的に制限しており、その理由として Zn2+が主として CAの合成に使われて
いるために、 Zn2十の欠乏が CA活性に影響を与えていることが示唆された (Morel
et al吋 1994)0その後、 Tweisポogiiで同定された CA(TWCA1)がそれまで知ら
れていたいずれの CAともアミノ酸配列に相向性が無い 8型の CAであること
(Roberts et al.， 1997; Cox et al.， 2000)、Zn2+とCO2が制限された環境で Cdを添加
して培養すると活性中心に Cdを持つ特異的なTWCA1が発現することが報告さ
れた (Tortellet al.， 1997; Lane and Morel， 2000) 0また、同株においては、 TWCA1
の他に、活性中心に Cd2+や Co2+などの金属イオンが配位できるユニークな G型
のCDCA1の存在も確認されている (Laneand Morelラ2000;Lane et al.， 2005; Park 
et al.今2007) さらに、近年、主 weissjlogiiが低CO2環境下で C4型の光合成を行っ
ていることが報告されており (Reinfelderet al.今2000;Reinfelder et al.， 2004)、今後、
C4光合成における TWCA1や CDCA1の機能の解明が期待されるところである。
海洋性中心目珪藻 Tpsωdonanaにおいては、現在、 13のCA候補遺伝子の存在









れる (Shiraiwa& Miyachi今 1985;Price and Badgerラ1989;S註ltemeyeret al.ラ 1989;
Coleman， 1991; Sultemeyer et al.， 1991; Matsuda and Colman， 1995a; Kaplan and 










(Marcus， 1983; Suzuki et al.， 1990; Marek and Spalding今 1991;Suzuki今 1995)0 また
C. reinhardtiiでは CCMの発現は光依存的であるが (Spaldingand Ogren， 1982; 
Dionisio畑Seseet aし1990;巨rikssonet al.， 1998)、暗下でも低CO2環境下では僅かに













Colman， 2000; Bozzo et al.， 2000) 0この仮説を支持する証拠として、高 CO2環境
下においても CCMが抑制されずに最大限に発現する CO2不感受性変異体が、 X
線または DNAアノレキル化剤N-ethyl-N-nitrosourea(ENU)でランダム変異誘発さ










いる。 2001年に Matsudaらは、海洋性珪藻P.tricornutum UTEX640株において、
高CO2 (5% CO2)から低CO2 (Air)へ細胞を移植後約 2時間でDICに対する親




ても緑藻仁 elllipsoidlω の場合と同様に、細胞外の CO2濃度のみに応答し、 CCM
の制御を行う機構が存在していることが示唆された。また、海洋性珪藻 R
tricornutum UTEX642株においては、低CO2誘導性の CAである PtCA1の発現が
CO2と光によって制御され、 CO2は発現制御に必須で、あり、光は発現量に関与し
ていることが示された (Haradaet al.， 2006) 0 
CCM制御における CO2感知機構の分子メカニズムについては、シアノバクテ
リアや緑藻 C.reinhardtiiにおける高 CO2要求性変異体の解析や低 CO2誘導性遺
の詳細な解析により多くの知見が得られている O シアノバクテリア
砂nechocystissp. PCC 6803において、 HC03欄輪送体BCT1をコードする cmpABCD








れてきた (Moroneyand Somanchi， 1 999) 0 近年、高 CO2要求性変異体の解析によ
り、これら低 CO2誘導性遺伝子のほとんどが cia5と呼ばれる遺伝子によって発
現が制御されていることから、この遺伝子が CCMを制御するためのマスターレ
ギュレーターである可能性が示されている (Fukuzawaet al.， 2001; Xiang et al.， 





在し、 CO2濃度と光によって転写調節される (Kuchoet al.， 1999) 0また、エンハ
ンサー領域の解析により転写活性化に必要なシスエレメントが決定されほucho










のシスエレメントが必要で、あることが示された (Haradaet al.， 2006) 0その後、
さらに詳細な解析から、 CREやp300結合エレメントの近傍に位置する 3ヵ所の
cAMP /C02 responsive element (CCRE今 5¥TGACGT/C-タ)が作在し、それらが、
ptcalの転写制御におけるシスエレメントであることが明らかとなった (Ohnoet 
al.， 2012) 0この CCREの配列は、 basic幽leucinezipper (bZIP)型転写因子である
CREゐindingprotein (CREB) /activating transcription factor (ATF)ファミリーの一
種であるATF6の標的配列と類似しているOまた、Ptricornutumのゲノム上には、
23種の bZIP型転写因子候補が存在し (Raykoet al.ラ 2010)、ATF6スーパーファ
ミリーと考えられる 8種の bZIP型転写因子 (PtbZIPブラ 8，1， 12今 13，15今 16，x)の
うち、PtbZIP11はCCREと特異的に結合することが示された(Ohnoet al.， 2012) 0 
さらに、野生型細胞を高 CO2環境下から低 CO2環境下に順化する際に、 cAMP
のアナ口グ体である dibutylylcAMP (dbcAMP)及び cAMP分解酵素である
phosphodiesteraseの阻害剤である 3-isobutyl欄トmethylxanthine(IBMX)で締胞を処
理すると、内在ptcalの発現が、低CO2環境下であるにもかかわらず抑制される




cAMPは、 ATPから cAMP合成酵素であるアデニル酸シクラーゼ (adenylyl
cyclase : AC)によって合成される。近年、この ACが、 CO2/HC03-によって直接
的に活性化されることが報告されているO 晴乳類のラットの精子を用いた研究
24 
では、可溶型アデニル酸シクラーゼ (solubleadenylyl cyclase : sAC)がHC03・に
よって誼接的に活性化されることから、この sACが HC03-センサーであること
が示唆されている (Bucket al.， 1999; Chen et al.， 2000) 0 また、この sACはトラン
スメンブレン型AC(transmembrane AC : tmAC)と生化学的に異なった性質を示
し、ラン藻を含むバクテリアの ACと比較的高いホモロジーを示すこと、シアノ
バクテリア Synechocystissp. PCC6803の sACである Cya1及び Anabaenasp. 
PCC7120から単離された sACである CyaB1は、 HC03剛よりもむしろ CO2によっ
て、直接的に活性化されることから、 sACが様々な生物種において DICシグナ
ル伝達の構成因子として働いていることが示唆されている (Bucket al.， 1999; 




























ており、その 40%、すなわち、地球全体の 20%が珪藻類によるものである O し
かしながら、海洋の高アルカリ・高塩環境における溶存無機炭素 (dissolved







多くの生理学的データによって証明されている (Pateland長lerrettラ 1986;Colman 
and Rotatore， 1995; Johnston and Raven， 1996; Mitchell and Beardall， 1996; Korb et al.今
1997; Burkhardt et al吋 2001;Rost et al.， 2003; Trimborn et al.今2008)0 しかしながら、
CO2獲得の分子レベルで、の解明は、海洋性珪藻類においては全く行われていない
が、生理学的なデータから以下の 3つの取り込み様式が存在することが、現在
考えられている。 1つ臣は、 CO2を直接的に取り込む様式、 2つ自は、 HC03・を
直接的に取り込む様式、 3つ自は、 HC03輸を細胞外カーボニックアンヒドラーゼ





び緑藻 ChlamydomonasreinhardtiiであるO シアノバクテリアでは、 3つの HC03-
輸送体 (BCT1、SbtA、BicA)及び2つの CO2取り込み系 (NDH欄 h、NDH岨14)










ら形成される soluteca凶erprotein (SLC)のわずか2つのファミリー (SLC4及




るo SLC4の輪送形態としては、 3つの輪送形態が知られている o 1つ自は、
0・/HC03・交換輪送、 2つ目は、 Na+/HC03暢共輸送、 3つ目は、 Na+駆動型ClγHC03
柵
共輸送である (Pushkinet a1.， 1999; Sterling and Casey.今 1999;Wang et al.， 2000; 
Romero et a1.今 2004)0一方、 SLC26ファミリーは、 l価及び2価のアニオン輪送
体であり、補乳類においては 10遺伝子から構成されている (Bissiget al.， 1994; 
Karniski et al円 1998;Satoh et al.， 1998; Moseley et a1.今 1999;Scott and Karniski， 2000; 
Soleimani et a1.， 2001; Xie et a1.今 2002;五angZ et a1.ラ 2002)0また、 SLC26のホモ口
グは、バクテリアから晴乳類に至るまで、高度に保仔されている (Saieret 1.今 1999)0
晴乳類においては、 10遺伝子のうち 5遺伝子がコードする輪送体が Cl酬との交換
によって、 HC03・を輸送していることが知られている (Melvinet a1.， 1999; Scott et 
al.， 1999; Waldegger et al.， 2001; Lohi et a1.， 2002) 0さらに、 SLC26ファミリーは、
Cl暢チャネルで、ある cysticfibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) と
協調的に働いていること、 C末端側が非常に長く、様々なタンパク質との桔互作
用が明らかになっている sulphatetransporter and antisigma factor antagonist (STAS) 
ドメインを有していることも特徴である (Koet al.， 2002; 2004) 0近年、 2価の金
イオン輸送体として知られている SLC39ファミリーも金属イオンとの共輪送
により、 HC03剛輸送能を有していることが報告されているが、限られた知見しか














細胞は、海洋性珪藻Phaeodactylumtricornutum Bohlin UTEX 642株をテキサス
大学藻類カルチャーコレクション (UTEX，Austin， Texas， USA) より入手した。
この細胞を Guillardと長yther(I962)及びHarrison( 1980) らのものを一部変更
した人工海水子/2ASW(half-strength of Guillard F artificial seawater; Table 1)約 30
mLに移植し、温度200C、photosyntheticphoton flux density (PPFD) 50欄ブOμmolm・2
S-lの白色蛍光灯連続照射下で、 O.D.730が0.3-0.4になるまで前培養を行った。そ


















Kit (QIAGEN， Valencia， CA， USA)のプロトコールに従って全RNAを抽出した。




の抽出は、 RNeasy⑧MiniKit (QIAGEN， Valencia今CA今USA)のプロトコーノレに従
って行い、 Nanodrop (Thermo Fisher Scientific今Waltham，USA) を用いて A260を
測定後、 RNA溶液の濃度を算出した。
2 -2 -5. ptSLC4遺伝子のクローニング
ptSLC4 遺伝子のク口一ニングのために抽出した全 RNA を
Oligotex™ -dT30くSuper>mRNA Purification Kit(From Total RNA) (タカラバイオ今
京都今日本)を用いて、 mRNAを精製した。 500ng分の mRNAを鋳型として、
オリゴヌクレオチドプライマー (5にGGCCACGCGTCGACTAGTACTTTTTTTTT閑
TTTTTT-γ)及び逆転写酵素 (SmartScribe Reverse transcriptaseラタカラバイオ，京
都今羽本)を用いて、 SMARTRACE cDNA Amplification Kitのプロトコーノレに従
って、一本鎖cDNAを合成した。 P tricornutumのゲノムデータベース及びEST
データベースより得られた配列を基にTable2に示す孔生CE用プライマーを作成
した。得られた cDNA断片をプラスミドベクター (pT7Blue下vector，N ovagen， 
Madison今WI，USA) にライゲーションし、シークエンスの確認を行った。
2… 2… 6. 半定量的及び定量的 RT-PCRによる発現解析






R下PCRの条件は、 GapC2は、 940Cで2分間熱変性した後、 940Cで 30秒、 670C
で30秒及び720Cで30秒のサイクルを 30回繰り返した。各遺伝子は、 940Cで2
分間熱変性した後、 940Cで 30秒、 58醐600Cで 30秒及び 720Cで 30秒のサイクル
を27剛31回繰り返し、 0.5μgmL-1ェチジウムブロマイドを含む2%TBEアガロー
スゲ、ノレにて電気泳動を行った。定量的 RT-PCRは、 SmartCycleF thermal cycler 
system (Cepheid， SunnyvaleラCAラUSA)及び SYBRPremix Ex Taq (タカラバイオラ
京都今日本)のプロトコールに従って行った。また、内部標準遺伝子を含む各遺
伝子の検量線の作成には、各遺伝子の全長を含む既知濃度のプラスミドを鋳型
とした。 PCR条件は、 GapC2の場合は、 950Cで 10秒間熱変性した後、 950Cで5
秒、 670Cで 20秒、 720Cで 10秒のサイクルを 45回繰り返した。 ptSLC4-1及び
ptSLC4-2の場合、 95oCで 10秒間熱変性した後、 95oCで 10秒、 6ωooCで、 2却O秒、
及びび、ブη2oCで、 1ωO秒秒、のサイクノルレを 4“5及び5叩O回繰り返したop戸tS氾'LC4-欄イ
で、 l印O秒間の熱変性後、 950Cで 10秒、 610Cで20秒及び 720Cで20秒のサイクル
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を45回繰り返したG また、 ptSLC4-6の場合は、 950Cで 10秒間熱変性した後、
950Cで 10秒、 600Cで20秒、 720Cで 15秒のサイクルを 45回繰り返した。また、
半定量的及び定量的 RT-PCRに用いたプライマーセットは Table3に示した。
2-2-7. ウエスタンプロッティング
2 -2 -7 a.締胞の回収とサンプル調製
20mLの高 CO2環境下生育細胞培養液を 3今000中m、20
0Cで 10分間遠心し、細
胞をペレットにした。上清を除去後、細胞ベレットを 200μLの2x Sample Buffer 
[50 mM Tris由HClpH 6.8， 100/0 (v/v) glycerol今 2% (w/v) SDS， 5% (v/v) 
2-mercaptoethanolJ に懸濁した。サンプノレを氷上にセットし、超音波破砕機





牛血清アルブミン (bovineserum albumin : BSA) を滅菌水に溶解し 1mg mL-1 
の BSA 標準溶液を調製した。この BSA 標準溶液を段階希釈し、 0、1.25 、 2.5~ 5、
10および20μgmL-1溶液を最終量 800μLになるように調製した。その溶液にブ
ラッドフォード試薬 (Bio岨Rad，Hercules， CA， USA) 200μLを加え撹持し、 5分
間室温で放置した O 波長 595nm (A595 )の吸光度を分光光度計 U-2001
Spectrophotometer (HITACHIラTokyo今Japan)で測定し、各標準溶液の濃度に対す
る A595の値により検量線を作成した。 2 2 -7aで調製したサイブ。ノレ溶液を
400倍希釈し、 A595を測定後、作成した検量線からタンパク質濃度を算出した。
2 -2 -7 c. SDらPAGE及びウエスタンプロッティング
ゲ、ル板に 80/0アクリノレアミド分離ゲ、ル (8%A.A.-Bis solution， 0.375 M Tris田HCl
pH 8.8今0.1%SDS， 0.033% APS今0.5%TEMED) と濃縮ゲ、ル (4%A.A.幽Bissolution， 
0.12 M Tris柑HClpH6.8今0.1%SDS， 0.03%APS今0.1% TEMED)を作製した。泳動ノく
ツブァー (25mM Tris今200mM glycine弓 100/0SDS) にゲル板を浸し、 1ウェル
たり 40仰のタンパク質サンブ。ノレをアプライし、20mAcm之の定電流で泳動した。
泳動終了後、分離ゲルをプロッティングバッファーC(0.025 M Trisラ20%メタノ
ルーー 40mM c-アミノカプEン酸ラ 0.05%SDS) に浸し、 15分振とうした。 PVDF
をメタノールに 10分間浸した後、プロッティングバッファーCに5分間浸し
た。 11襲来氏 2 枚ずつをブロッティングバッファ~A (0.3 M Trisラ20%メタノー ノレ、
0.05% SDS)、プロッティングバッファーB(0.025 M Tris， 20%メタノール、 0.05%
30 
SDS)、プロッティングノミッファーC へ浸しておいた。プロッティング装置
(TRANS欄BLOTSD SEMI-DRY TRANSFER CELL， Bio幽Rad今Hercules，CAラUSA)
の電極面にブロッティングバッファ ~A に浸した漉紙 2 枚、プロッティング、バ
ッファ ~B に浸した鴻紙 2 枚を順に乗せた。この上に PVDF 膜、ゲル、プロッ
ティングバッファ ~C に浸した浦紙 2 枚を順に乗せ、装置のふたをして、 2 mA 
cm幽2の定電流で l時間転写を行った。メンブレンへの転写終了後、 1%(w/v)ス
キムミルク溶液に浸し、室混で 1時間振とうした。溶液を除き、メンブレンを
30mL程度の 1xPhosphate bufferd saline (PBS; 137 mM NaCl， 2.7 mM KCl今8.1mM 
Na2HP04・12H20ラ1.47mM KH2P04) に浸し、 5分間振とうした。この洗浄操作を
5回繰り返した。洗浄した溶液を取り除き、メンブレンをハイブリバックに入れ
た。ハイブリバックに PBS溶液で 20ng mLぺに希釈した抗GFP抗体 (ANASpec， 
CA， USA)を2mL入れ、室温で 1時間反応させた。メンブレンを取り出し、 30
mL程度の PBS-T(0.1 % Tween 20を含む)に浸し、 5分間振とうした。この洗浄
操作を 5回繰り返した。洗浄した溶液を取り除き、再びメンブレンをハイブリ
バックに入れ、 PBS-Tで0.2開 mL-1~こ希釈した二次抗体 HRP 標識した 2 次抗体
(Anti恨めbitIgG HRP， Promega今WI，USA) を室温で 1時間反応させた。メンブ
レンを取り出し、 30mL程度の PBS-Tに浸して 5分間振とうした。この洗浄操
作を 5@]繰り返した。続いて、室温に戻した発光基質ノレミノーノレと過酸化水素
水を含む基質反応溶液 Ommobilon™ Western chemiluminescent HRP substrate， 
Millipore今Billerica，USA) 200μLをメンブレンに滴下し、 VersaDog (Bio-Iミad，
Hercules， CAラUSA) を用いて素早く化学発光の検出を行った。
2 -2 -8. HC03暢輸送体候補タンパク質の局在解析用コンストラクトの作製
定常的発現プロモータ ~fucoxanthinchlorophyll a/c binding protein gene (PfcpA) 
の直下にenhancedgreen fluorescence protein gene (egft)が連結したコンストラク
トを鋳型として、以下のプライマーセット (Fw:5¥ATGGTGAGCAAGGGCGA欄
GGAGCTGTTC-3'; Rv: 5¥TCGAAACGGCAGACAAATTTGTG-3つを用いてイン







断片をT4 polynucleotide kinase (東洋紡今大津，日本)を用いてリン酸化後、イン
ノくー スPCR断片とライゲンーションした。その後、配列確認を行なった。また、
このコンストラクト作成のために用いたPCR酵素は、 PrimeSTARHS DNA 
polymerase (タカラバイオ今京都今日本)を用いた。
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びSLC4G締胞の核染色には、 Hoechst33342 (Sigma今S1.Louis， MO今USA) をそれ
ぞれ終濃度:μM及び、5μMになるように溶液に添加し、200C及び室温で120分及び



















2… 2 -1 1 b.締胞の収穫と光合成速度の測定
50mLの対数増殖期の細胸培養液を3，000rpm、200C、3分間で集漉した。高C02
環境下生育細胞は5回、低C02環境下生育細胞は3回、それぞれCO2冊freeF/2ASW 
あるいはNa+/C02岨freeF /2AS W (細胞の浸透圧調整のために365mM Choline-Clを
添加)にて洗浄し、クロロフィルaの終濃度が、 10μgmL-1 になるように細胞を
同じ測定培地に再懸濁した。 1.5mLの細胞懸濁液を電極室内に添加し、ハロゲン











2 -2 -1 1 c. クロロフィノレa濃度の測定
細胞懸濁液から200μLを1.5mLのエッベンドルフチューブに取り、卓上遠心機
(LMS， Tokyo今Japan) により、 10，000rpm、室温、 2分間遠心した。上清を徐去
後、細胞ペレットに100/-!LのDMSOを加え、ボルテックスし、さらに1mLのメ
タノールを加え、卓上遠心機にて1分間遠心した。上清を光路長1cmのセノレに
取り、波長664nm，. 630 nmの吸光度を測定したo P tricornutum締胞のクロロブイ
ノレα濃度は、 Jefferyand Humphrey (I975)の方法に従い、算出した。
2-2… 1 1 d. ガスクロマトグラフィー (GC) を用いたDIC濃度の測定













2 2 1 2.Silicon-oil法を用いた DIC綿胞内蓄積最の解析
2-2-11bに示した方法により、細胞が CO2補償点に達するまで、待った。
ただし、本実験に使用したクロロフィル μ濃度は40μgm仁川こ設定した。 0.5mL 
のサンプルチューブ(サンプラテックラ大阪，日本)に 100~L の CO2-free 250/0 
リン酸に 100μLの silicon-oil(Si200 Si20 8 えWackerChemie AG今
Burghausen， Germany)を重層し、その上に CO2補償点に達した細胞懸濁液を 200
μL重層後、卓上遠心機 (LMS，Tokyo， Japan)にセットした。初期濃度 100μM
NaHC03を重層した細胞懸濁液に添加し、ハロゲン光源 (M耳F岨150L，モリテッ
クスラ東京今日本)を用いて、 PPFD2，600 ~mol m-2s-1の光を 30秒間連続照射後、
15秒間遠心することによって、締胞のみを 250/0 正リン酸溶液に移した。
液体窒素で凍結後、再度、融解させ、細胞を含む25%JEリン酸を GCに添加し




40同 mL・1の細胞を電極室に添加し、 PPFD320μmol m-2s-1の光照射下で細胞が
CO2補償点に達するまで、待った。 NanosepMF GHP .45 centrifugal Devices (1.5mL 
エッベンドルブチューブに0.45μmの孔を有するメンブレン付きカラムちPalCo・今










Table 2-1 Composition of basal F /2ASW 
Compound Final concentration (mM) 










NaH2P04 "2H2O 0.08 
Na2Si03 "9H2O 0.11 
CuS04"5H2O 0.039x 10-3 
Na2Mo04" 2H2O 0.026x 10-3 
ZnS04"7H2O 0.077x 10-3 
F/2 I CoCh"6H2O 0.042x 10-3 
I MnCh"4H2O 0.91x10-3 
I FeCb"6H2O 0.012 
Na2EDTA "2H2O 0.012 
Vitamin 2 Thiamine HCI 0.3x10-3 
2 Vitamin Bl2 0.15x 1 0-6 
2 Biotin 0.41 x10-6 
Components 
I components of F 12 solution 
2added after autoclaving F/2ASW 
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Table 2-2 The list of primers used for 3'- and 5'-RACE methods 
Gene names Primer sequences 
3'-RACE 1 st 5' -GACGCTCCTCTGTATCCCG-3' 
ptSLC4-1 1 st 5' -AACACTGATCCATGCGTTGAAGGTGTA-3' 
5'-RACE 
N 5' -GGTGTAGTAGGGGACATCAAGATTCGTA-3' 
3'-RACE 1 st 5' -GACATTCGTCGTTGGGAAGC-3' 
ptSLC4-2 1 st 5' -CACTGACCCAAGCGTT AAAGGCGTAGTA-3' 
5'-RACE 
N 5' -GCGTAGTAGGGAACATCGAGAGACACA-3' 
3'-RACE 1 st 5' -GAGACCGTGTACACGCGCTA-3' 
ptSLC4-4 1 st 5' -CCAAGCACT AA TCCAAGCATTGAA TGAC-3' 
5'-RACE 
N 5'-GACAGGAAGGGGATATCGAGAGAATCG-3' 
3'-RACE 1 st 5' -TTCAACGAGCGCACTGGTGAACCCG-3' 
ptSLC4-6 1 st 5' -TTCTTGCTGGAACCAACACTGGTCCTTCT-3' 
5'-RACE 
N 5' -CTTCTGTCAGCAGGT AAAGACAGCCGTAGAT-3' 
3'-RACE 1 st 5' -CGCAGTGCTTTTCAGCAAGCCCCGT AA-3' 
ptSLC4-7 1 st 5' -GGAGACACAACCGACATGGAA TCACTCAG-3' 
5'-RACE 
N 5' -CACTCAGTTTAGTGAGCGGCTTCGTCGTA-3' 
1st 1 st· N N d . : pnmer, : este pnmer 
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Table 2-3 The list of sets of primers used for 
semi-quantitative and quantitative RT-PCRs 
Gene names Primer sequences 
Fw 5'- GACGCTCCTCTGTATCCCG -3' 
ptSLC4-1 Rv 5'- GCGCGTAAACGATGTGATTAGA -3' 
Fw 5'- GACATTCGTCGTTGGGAAGC -3' 
ptSLC4-2 Rv 5'- GCCTGTGGCGCACTAATAAA -3' 
Fw 5'- ATGGCTCCAAAACGTATGCATC -3' 
ptSLC4-3 Rv 5'- CGTCATCTGCAGCAACATGTA -3' 
Fw 5'- GAGACCGTGTACACGCGCTA -3' 
ptSLC4-4 Rv 5'- CCAATAGCAATCATGCGTTAAGG -3' 
Fw 5'- GAAGAACTTCTCATGATCGATACCG -3' 
ptSLC4-5 Rv 5'- TAAACCTGTTCGACGGACCC -3' 
Fw 5'- GTTGTCGCCGGAGTATTCCT -3' 
ptSLC4-6 Rv 5'- AAAACCTTGGGGAGGACGA -3' 
Fw 5'- TCCATAGCTTGATTGGCTGC -3' 
ptSLC4-7 Rv 5'- GATTCCTTGCTTTTCCAGCG -3' 
Fw 5'- GAAGTCGCTCGCCTTAAGATG -3' 
ptSLC26-1 
Rv 5'- TGCTTCCAGCTCTTCCGATA -3' 
Fw 5'- GCTCGCATTTGACAACTCACA -3' 
ptSLC26-2 
Rv 5'- CTGTACAATTCGCACAACCTCA -3' 
Fw 5'- AAGTGCATGACACGGGAAAC -3' 
ptSLC26-3 Rv 5'- GCAAACACCGTGTTTCGTAGA -3' 
Fw 5'- ACAACATCGAGGACGGCAGCGT -3' 
Egfp Rv 5'- CTTGTACAGCTCGTCCATGCCGA -3' 
Fw 5'- GGACGATCTTCCTTGGCAAACTTGATTC -3' 








されている BCTl、SbtA、LCI1及び CO2取り込み系に機能している NDH-b、
NDH柵 14のホモログを見つけることはできなかった。また、 BicA、HLA3、Rhuses




2 -3 2.無機炭素輸送体候補遺伝子の mRNA蓄積量の解析
網羅的解析によって得られた配列情報を基に、各遺伝子特異的プライマーを
作製し、各遺伝子の mRNAの蓄積量を内部標準遺伝子gapC2をコントロールと
して、半定量的及び定量的 R下PCRにより解析した (Fig.2・1，2-2) 0 まず、半定
量的 RT-PCRの結果において、すでに、高 CO2環境下と比較して、低 CO2環境
下において顕著な発現誘導が確認されている典型的な CO2応答性遺伝子である
ptcalの発現から、今回用いた細胞は、高 CO2及び低CO2に順化できていること
がわかった (Fig.2-1) 0 次に、 13の候補遺伝子のうち 10遺伝子は、細胞を生育
させた CO2濃度にかかわらず構成的な発現を示した (Fig.2-1) 0興味深いことに、
補乳類の SLC4とホモログのある ptSLC4-1、ptSLC4-2、ptSLC4-4は、 highCO2 
環境下と比較して、低CO2環境下で顕著に誘導されることがわかった (Fig.2-1) 0 
また、定量的叉下PCRの結果は、 ptSLC4-1、J、イの半定量的 RT-PCRの結果を
サポートするものであり、さらに、 ptSLC4-1、J、イの高 CO2環境下における発
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Fig. 2-3 Phylogenetic trees of SLC4-family genes from mammal， plant， fungi， and 
eukaηTotic algae. The phylogenetic tree was constructed using the Neighbor-Joining 
method. Bootstrap values are above 776 over 1，000 trials (solid line) with a few 
exceptions below 775 (dashed line). 
2 -3 -4. PtSLC4-1， -2，-4及びヒト SLC4Aのアミノ酸配列の比較
CO2応答性遺伝子と確認できたptSLC4-1、J、イのアミノ酸配列とヒトの SLC4
ファミリーの中で最も研究が進んでいるhsSLC4Al及びhsSLC4A4のアミノ酸配
列の比較を行った (Pig.2-4) 0 PtSLC4-1、-2、4は、 cDNAレベルで 74-82%の相
向性があり、 PtSLC4-1、之、 4 とhsSLC4Alとのアミノ酸レベルの棺向性は、
27幽29%であった。 PtSLC4-1、之、 4 とhsSLC4Al及び hsSLC4A4は、予測膜貫
通ヘリックスの位置がよく一致していた (Fig.2-4) 0 さらに、興味深いことに、
40 
PtSLC4-2は、 N末端側に l回模貫通ヘリックスが他の PtSLC4よりも多かった。
C末端側には、 hsSLC4A4に保存されている CA予測結合モチーフである DNDD
及びLDDVと配列類似性がある DGDD及びSDDVが保存されていることがわか
った。また、 PtSLC4ぺにも DGDD配列が lヵ所保存されていることがわかった
(Fig. 2-4) 0 SLC4の阻害剤である D1DSの予測結合アミノ酸であるリジンも
PtSLC4-1、之、 4にも確認できた (Fig.2-4の大)。さらに、タンパク質の構造維
持に重要で、ある N-グリコシル化のそチーフである N幽x-Sの配列も PtSLC4に複
数確認できた (Fig.2-4) 0 











していることが考えられた (Fig.2-5A) 0 従って、 PtSLC4-2は、締胞膜上に局在
することが予測された。実際に、 PtSLC4-2:GFPの融合タンパク質の局従解析を
った結果、細胞の形に添うように GFPの蛍光シグナルが観察で、きた (Fig.





2-5D， E) 0 しかしながら、このGFPの蛍光シグナルは、Hoechstシグ、ナル(Fig.2・5C今






























































































Fig. 2-4 Alignment of the predicted amino acids of PtSLC4-1, -2, -4, and two 
human SLC4s. The black and grey boxes indicate putative transmembrane helices 
(TMl-13) predicted by TMHMM and the putative first methionine, respectively. 
Sequences similar to DNDD and LDDV, which are putative carbonic anhydrase II 
42 
b i n d i n g  m o t i f s  i n  h u m a n  S L C 4 A l  a n d  S L C 4 A 4  a r e  i n d i c a t e d  i n  b o l d  s t r i k e .  L y s i n e  
r e s i d u e s ,  a  p r e d i c t e d  D I D S  b i n d i n g  s i t e  a r e  m a r k e d  w i t h  ( ; : { .  P u t a t i v e  N - g l y c o s y l a t i o n  
s i t e s  a r e  u n d e r l i n e d .  
A  
F i g . 2 - 5  L o c a l i z a t i o n  o f  t h e  e x o g e n o u s l y  i n t r o d u c e d  P t S L C 4 - 2 : G F P  f u s i o n .  A .  
P r e d i c t e d  m e m b r a n e  t o p o l o g y  o f  P t S L C 4 - 2  b a s e d  o n  t h e  a l i g n m e n t  w i t h  h u m a n  
S L C 4 A l .  T h e  n u m b e r e d  c y l i n d e r s  a r e  p u t a t i v e  m e m b r a n e - s p a n n i n g  h e l i c e s  a n d  t h e  o n e  
d e p i c t e d  b y  d a s h e d  l i n e  i s  t h e  h e l i x  u n i q u e  t o  P t S L C 4 - 2 .  L y s i n e  ( 5 3 0 )  i s  a  P t S L C 4 - 2  
c o u n t e r p a r t  f o r  a  p u t a t i v e  D I D S - i n t e r a c t i n g  r e s i d u e ,  w h i c h  w a s  p r e d i c t e d  i n  h u m a n  
S L C 4 A l .  D G D D  a n d  S D D V  a r e  P t S L C 4 - 2  c o u n t e r p a r t s  f o r  C A - b i n d i n g  s i t e  p r e d i c t e d  
i n  h u m a n  S L C 4 A l .  B - E .  L o c a l i z a t i o n  o f  P t S L C 4 - 2 : G F P  f u s i o n  i n  P .  t r i c o r n u t u m ;  B .  
L i g h t  i m a g e ;  C .  H o e c h s t - s t a i n e d  n u c l e u s  ( b l u e ) ,  a n d  a u t o - f l u o r e s c e n c e  o f  t h e  
c h l o r o p l a s t  ( r e d ) ;  D .  G F P  s i g n a l ;  E .  M e r g e d  i m a g e  o f  C  a n d  D .  F - H .  W T  c e l l s ;  F .  L i g h t  
i m a g e ;  G .  N u c l e u s  ( b l u e )  a n d  c h l o r o p l a s t  ( r e d ) ;  H .  G F P  s i g n a l .  I .  Z - s t a c k e d  i m a g e  w i t h  
G F P  s i g n a l s  ( g r e e n )  a n d  c h l o r o p h y l l  a u t o - f l u o r e s c e n c e  ( r e d ) .  J .  T h e  c r o s s - s e c t i o n  a t  t h e  
o r a n g e  l i n e  i n  I .  S c a l e  b a r  r e p r e s e n t s  1 0  / - l m .  
4 3  
F i g . 2・ 6 MitoTracker-stained S L C 4 G  cel s. MitoTracker w a s  added to cel  culture at 
the final concentration of 5 0 0  n M ，  a n d  the cells w e r e  incubated at 2 0  o C  for 6 0  min. T h e  
cells w e r e  w a s h e d  with F / 2 A S W  three times a n d  resuspended with F / 2 A S W .  Scale bar 
is 1 0 μ m .  
2  - 3  - 6 .  S L C 4 G に お け る p t S L C 4 - 2 : :egか 及 び P t S L C 4 - 2 : G F P の 発 現 レ ベ ル
S L C 4 G 細 胞 を 高 C O
2
及 び 低 C O
2
環 境 で 生 育 さ せ た 際 の ptSLC4-2.・ 沼 砂 の 発 現
量 及 び P t S L C 4 - 2 : G F P の タ ン パ ク 質 の 蓄 積 レ ベ ル を 定 量 的 R T - P C R 及 び ウ エ ス タ
ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ っ て 確 認 し た (Fig. 2-7) 0 定 量 的 R T - P C R の 結 果 、 S L C 4 G





に 関 係 な く 定 常 的
に 発 現 し て い る こ と が わ か っ た
(Fig. 2-7 A )  0 さ ら に 、 抗 G F P 抗 体 を 用 い た ウ エ
ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ の 結 果 か ら 、 S L C 4 G 細 胞 の み に P t S L C 4 - 2 :G F P の 予 測 ノ 〈 ン
ド サ イ ズ ( 約 9 6 k D a ) に 特 異 的 な バ ン ド が 検 出 で き た (Fig .2-7B) 0  Fig.2-2 の 定
量 的 R T・. P C R の 結 果 か ら 、 W T 細 胞 に お い て は 、 内 在 p t S L C 4 - 2 は 、 高 C O
2
環 境
下 で 完 全 に 抑 制 さ れ て い た こ と か ら 、 高
C O
2
環 境 下 で 生 育 さ せ た W T 細 胞 及 び
S L C 4 G 細 胞 を 比 較 解 析 す る こ と に よ っ て 、 P t S L C 4 - 2 の 機 能 解 析 を 行 う こ と が 可
能 で あ る と 判 断 し た 。
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Fig. 2-7 Transcript a n d  protein levels of p t S L C 4 - 2 :  :eg か in S L C 4 G  cel s. A. 
Transcript levels in S L C 4 G  cells g r o w n  in high and l o w  C O
2  
quantified b y  q R T - P C R  
with a  set of egft primers s h o w n  in Table 3. Error bar: S D  of three duplicates. B. 
Accumulation of P t S L C 4 - 2 : G F P  fusion protein in S L C 4 G  g r o w n  in high C O
2  
b y  
w e s t e m  blotting with anti-GFP rabbit antibodyラ indicating a  specific band at predicted 
H i g h  C O
2  
molecular m a s s  at 96 k D a  in S L C 4 G  cel s. 
2 - 3 - 7 .  W T 細 胞 及 び S L C 4 G 細 胞 に お け る 光 合 成 パ ラ メ ー タ ー の 解 析
Fig. 2-8 に 、 高 C O
2
及 び 低 C O
2
環 境 下 で 生 育 さ せ た W T 細 胞 及 び S L C 4 G 細 胞
の 光 合 成 キ ネ テ ィ ク ス を 示 し た (Fig. 2-8) 0 横 軸 に H C 0
3
・ 濃 度 、 縦 軸 に 光 合 成
速 度 、
W T 細 胞 を 青 色 、 S L C 4 G 細 胞 を 赤 色 で 示 し た 。 高 C O
2
で 育 て た 細 胞 は 、
C C M を 大 幅 に 抑 制 し て い る こ と か ら 、 高 い 光 合 成 活 性 を 得 る た め に は 、 非 常 に
高 い H C 0
3
- 濃 度 を 必 要 と す る 。 つ ま り 、 光 合 成 の 親 和 性 が 低 い こ と に な る 。 一 方 、
低 C O
2
環 境 下 で 生 育 さ せ た 細 胞 を 見 る と 、 低 い H C 0
3
・ 濃 度 で 、高 い 光 合 成 を 行 っ
て い る こ と が わ か る 。 す な わ ち 、 高 親 和 型 の 光 合 成 を 行 っ て い る と 言 え る
(Fig.
2-8) 0 こ こ で 、 高 C O
2
環 境 下 に お け る
2 5 0 μ M 以 下 の H C 0
3
・ 濃 度 の 部 分 に 着 目
す る と 、
W T 細 胞 と 比 較 し て S L C 4 G 細 胞 の 方 が 優 位 に 高 い 光 合 成 活 性 を 示 し て
い る こ と が わ か っ た (Fig. 2-8 high C O
2
に お け る
Inset 図 ) 0 し か し な が ら 、 低
C O
2
環 境 下 に 細 胞 を 順 化 す る と 、 高 C O
2
環 境 下 で 見 ら れ た よ う な 光 合 成 親 和 性
は 見 ら れ な か っ た (Fig. 2-8 l o w  C O
2
に お け る
Inset 図 ) 0 実 際 に 、 光 合 成 ノ ミ ラ メ
ー タ ー と し て 示 し た 表 が Table 4 に な る 。 高 C O
2
環 境 下 に お い て 、
W T 細 胞 の 最
大 光 合 成 速 度 (Pmax) の 半 分 の 速 度 を 与 え る H C 0
3
- 濃 度 で 、 あ る K O .5 [ H C 0
3
-] 値 は 、
5 1 5 μ M で あ り 、 S L C 4 G 細 胞 の K o .
5
[ H C 0
3
-] (1 8 1 μ M ) と 比 較 し て 約 2.8 倍 高 い こ
4 5  
と が わ か っ た 。 す な わ ち 、 S L C 4 G 細 胞 は 、 H C 0
3
・ に 対 す る 親 和 性 が 高 く な っ て
い る と い う こ と を 意 味 し て い る 。 ま た 、 K O .5[HC03-] 値 の 違 い は 、 C O
2
補 償 点 に お
け る D I C 濃 度 の 違 い に も 表 れ た 。 し か し な が ら 、 P m a x に は 、 細 胞 間 で 変 化 は な
か っ た 。 一 方 、 低 C O
2
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補 償 点 に お け る
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Fig. 2-8 T h e  kinetics to d e t e r m i n e  photosynthetic p a r a m e t e r s  in W T  a n d  S L C 4 G  
cel s. Plots of rates of photosynthetic O
2  
evolution at various [DIC] at p H  8.2 a n d  2 0
0
C  
in W T  (blue) a n d  S L C 4 G  cells (red) g r o w n  in high a n d  l o w  C O
2
・
Insets s h o w  plots at 
D I C  concentrations b e l o w  2 5 0 μ M  (for high C 0 2 )  a n d  b e l o w  1 6 0 μ M  (for l o w  C O
2
). 
Table 2・ 4 Photosynthetic p a r a m e t e r s  in W T  a n d  S L C 4 G  
[ D I C ] a t C 0
2  
c o m p e間 ation point 
(μ m o I 0
2
m g・ 1Chl h-
1
) μ M )  
P m a x  
K O . 5  [ H C 0
3
"] 
G r o w t h  
condition 
(μM) 
8 7 土 1 8 (14r 
51 :! 1 6  (11)a 
1 7 9 土 27 (14t 
1 5 7  :! 3 5  (11)a 
515:!: 2 8  (14)a 
181 :! 3 2  (11)a 
High C O
2  
W T  
S し C 4 G
4.2 :! 2.6 (10)a 
3.7:!: 1.2 (9)a 
180:!: 1 5  (10)a 
1 8 2 土 11 (9)a 
15:!: 9  (10)a 
1 7  :! 8  (9)a 
L o w C 0
2  
W T  
S L C 4 G  
4 6  
a  T h e  n u m b e r  of replicates. 
2 -3 -8. Silicon欄oil法による紹胞内 DIC蓄積量の解析
細胞内の DIC蓄積量を Silicon-oil法を用いて、測定した (Fig.2-9) 0 まず、高
C02及び低 CO2環境下で生育させた WT細胞を比較すると、低 CO2環境下で生
させた場合、高 CO2環境下で生育させた場合と比較して、 DICの細胞内蓄積
量が約 2.5倍高くなっていることが明らかとなった。さらに、高 CO2環境下で生
育させた WT紹胞と SLC4G締胞を比較すると、 SLC4G細胞の方が WT細胞と


















Fig. 2-9 The accumulations of DIC in WT and SLC4G cels. Intracellular DIC pool at 
100μM initial extemal DIC were directly measured by a silicon-oil centrifugation 
technique in combination with GC detection of [DIC]. The value of intracellular volume 
is 46x 10・18m3 described as Johnston and Raven (1996). ***pく 0.001.Data are mean土
SEM (n = 12). 





論値と実際の測定値の相関性を検討した (Fig.2-1 OA) 0 その結果、 4nmol以下
のDIC量において、理論値と測定値の聞に比例関係、があることが確認できた(Fig.
47 
2-10A) 0 次 に 、 2 - 2 - 1 3 の 手 法 を 用 い て 、 W T 細 胞 お け る D I C の 取 り 込 み
量 及 び そ れ に 伴 う O
2
発 生 量 を 酸 素 電 極 を 用 い て 測 定 し た
(Fig. 2-1 O B )  0  Fig. 2・ 1 0 B
の 縦 軸 は 、 細 胞 培 養 液 に 初 期 濃 度 1 0 0 μ M D I C を 添 加 し た 際 の 経 過 時 間 ( 横 軸 )
に お け る 測 定 培 地 中 の 残 存 D I C 濃 度 を 示 し て お り 、 こ れ が 低 く な れ ば な る ほ ど
細 胞 に よ っ て D I C が 取 り 込 ま れ て い る こ と に な る 。 ま ず 、 高 C O
2
環 境 下 で 生 育
さ せ た 細 胞 に お い て は 、
D I C の 取 り 込 み が ほ と ん ど 起 こ っ て い な い (Fig. 2 - 1 0 B  
0 ) の に 対 し 、 低 C O
2
環 境 下 で 生 育 さ せ た
W T 細 胞 は 、 D I C 添 加 後 、 30 秒 で 一
気 に D I C が 取 り 込 ま れ 、 そ の 後 は 、 ほ ぼ 頭 打 ち に な る こ と が わ か っ た (Fig.2-10B
・ )。 一 方 で 、 高 C O
2
環 境 下 で 生 育 さ せ た 細 胞 の
O
2
発 生 量 は 、 時 間 経 過 に よ っ
て 、 わ ず か な 上 昇 が 見 ら れ た
(Fig.2・ 1 0 B 黒 線 ) 。 し か し な が ら 、 低 C O
2
環 境 下
で 生 育 さ せ た 細 胞 で は 、
80 秒 ま で 、 一 気 に O
2
発 生 が 起 こ り 、 そ の 後 は 、
D I C の
枯 渇 に 伴 い O
2
発 生 量 も 頭 打 ち に な っ た
(Fig.2-10B 赤 線 ) 0 D I C の 取 り 込 み 速 度
と O
2
の 発 生 速 度 を グ ラ フ 化 し た も の が 、
Fig. 2 - 1 0 C に な る 。 高 C O
2
環 境 下 で 生
育 さ せ た 細 胞 で は 、 D I C の 取 り 込 み 速 度 と O
2
発 生 速 度 に 有 意 差 は 認 め ら れ な か
っ た が 、 低 C O
2
環 境 下 で 生 育 さ せ た 細 胞 に お い て は 、 O
2
発 生 速 度 よ り も D I C の
取 り 込 み 速 度 が 速 い こ と が わ か っ た 。 こ の 差 は 、 Fig. 2-9 で も 述 べ た 細 胞 内 D I C
の 蓄 積 に よ る も の で あ る と 考 え ら れ る 。 従 っ て 、 G C を 用 い た こ の 手 法 を 用 い る
こ と に よ っ て 、 細 胞 の D I C 取 り 込 み 能 を 好 感 度 で 評 価 で き る と 判 断 し た 。
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Fig.2・ 10 A  methodological validation of N
D l
c  
m e a s u r e m e n t  based o n  G C  detection 
of [DIC]. A. T h e  standard curve indicates sharp agreement between calculated D I C  
applied for G C  and D I C  measured b y  G C .  Inset: E x p a n d e d  diagram at D I C  b e l o w  0.3 
n m o l. B. T i m e  course of D I C  depletion (equal to D I C  uptake rateラ N O I C  b y  cells) and O
2  
evolution in W T  cells g r o w n  under high and l o w  C O
2  
conditions. U p o n  the addition of 
1 0 0 μ M D I Cラ the initial rate of D I C  uptake ( ND I C )  significant1y  exceeded the rate of O
2  
evolution (net fixation) in l o w - C 0
2
-grown W T  cel s. C. N 0 1 C  and net fixation rate 
48 
H 切れ C O
2  
calculated from Fig. 2-1 OB. Consequently， this difference resulted in the development of 
an intemal DIC pool in low欄CO2-grwoncells， while such pr問e-s坑te悶ady子帽S坑ta幻teDIC uptake 
was re1atively small in hi氾ghι1ト幽CO2.幽幽-g
three independent experiments. 
2-3-10. WT細胞及びSLC4G細胞における DIC取り込み能の解析
CO2及び低CO2環境下で生育させた各締胸における DIC取り込み能の解析
を行った (Fig.2-1 1) 0 高CO2環境下で生育させた WT締胞においては、初期濃
度 100μMのNaHC03を添加しでも、 DICの取り込みが起こっていないことがわ





た (Fig.2-11の.及び..) 0 さらに、 DICの取り込み終盤において、各細胞を明
環境下から暗環境下に移すと、細胞内に蓄積していた DICが早急に漏れ出して
いることがわかった。これは、 Fig.2θ において示した DICの細胞内蓄積が起こ
っていることを示す結果と考えられた。
High CO2 
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o 50 100 150 200 250 300 
Incubation time (sec) 
Fig.2・11Time course of DIC de予letionand evolution by WT (circle) and SLC4G 
cells (triangle) grown in high (open symbol) and low CO2 (closed symお01).Data are 
mean士SD(n = 3 to4). 
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2 - 3 - 1 1 . 細 胞 膜 に お け る D I C flux の 理 論 的 考 察
H i g h  C O
2  
g r o w n  W T  
H i g h  C O
2  
g r o w n  S L C 4 G  
Fig. 2-12 A  schematic m o d e l  for the m a j o r  D I C  fluxes across the 




環 境 下 で 生 育 さ せ た
W T 細 胞 及 び S L C 4 G 細 胞 に お け る D I C flux と C O
2
固 定 の ス キ ー ム モ デ 、ル を
1994 年 の B a d g e r ら に よ っ て 定 義 さ れ た モ デ ル を 基 に 作
成 し た (Badger et al.ラ 1994; Fig. 2-12) 0 ま ず 、 高 C O
2
環 境 下 生 育
W T 細 胞 の ス キ
ー ム モ デ ル (Fig. 2 - 1 2 A ) に 着 目 す る と 、 わ 及 び k
1
は 、 そ れ ぞ れ H C 0
3
- の 脱 水 和
反 応 に お け る 速 度 定 数 及 び C O
2
の 水 和 反 応 に お け る 速 度 定 数 を 示 し 、 単 位 は
s-l





C O2 の 取 り 込 み 速 度 及 び 漏 れ 出 し 速 度 を そ れ ぞ れ 示
し 、 単 位 は μ
M
S-1
で 表 さ れ る 。 ま た 、 H C 0
3 ・ の 取 り 込 み 速 度 及 び 漏 れ 出 し 速 度 は 、
I2
μ M  
S-1
及 び
E b μ M
S-1
で 表 し て い る
O
そ こ で 、 培 地 中 に お け る
C O 2 の 生 成 速 度 は 、 わ [ H C 03
-]
( 培 地 中 の H C 0
3 ・ 濃 度
と 速 度 定 数 ん の 積 ) と
Ec
の 和 か ら
k1
[ C 0 2 ]
( 培 地 中 の C O
2 濃 度 と 速 度 定 数 k1 の
積 ) 及 び
t1
を 引 く こ と に よ っ て 求 め ら れ る ( 式 s1 ) さ ら に 、 細 胞 内 か ら の 無 機






及 び I 2 の 和 か ら 、
O
2 発 生 速 度
(netfixation)













[ H C 0
3
- ]  
+  E c  
-
k ( [ C 0
2
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3 ・ の ネ ッ ト の 取 り 込 み 速 度 を そ れ ぞ れ N c 及 び N b と 表 す と 、 式
Sl




が 得 ら れ る
O
5 0  
d[COフlNじ=(t¥ -Eじ)口k2[HC03-] k¥[C02]一 -2
dt 
Nh = (t2一九)= netfixation -(t¥…EJ 
[S3] 
[S4] 
次に、高 CO2環境下で生育させた SLC4G細胞に着目する (Fig.2-12B) 0 PtSLC4-2 
が HC03・輸送体で、あると仮定した場合、高 CO2環境下で生育させた WT細胞と
比較して、百C03帽の取り込み速度、 O2発生速度及び CO2の漏れ出し速度が速く
なると考えられる O これらの値をそれぞれ t2側、 fixation(mu)、Ecmuとすると、
SLC4G細胞における CO2のネットの取り込み速度 (Ncmu)及び HC03備のネット




入Nh仰伽mu口 (t2mu -Eh) 口 netfixation( mu) 一・幽(Il -Eιmu) 
[S5] 
[S6] 
従って、 PtSLC4-2:GFPによる HC03刷のグロスの取り込み速度 (GSLC4-2) は、式




胞内からの HC03・による漏れ出しはほぼないという仮定に立った場合、 Fig.2-11 
の暗環境下における無機炭素の漏れ出しは、すべて CO2によるものであると考
えられる。
Fig. 2-10B及び 2-11から算出できる高 CO2環境下で生育させた WT線胞におけ
るO2発生速度 (netfixation)は、 0.052μMS-lであり、 CO2の漏れ出し速度 (Ec)
は、 0.769μMS-lであった。一方、高 CO2環境下で生育させた SLC4G細胞にお
ける O2発生速度 (netfixation (mu))及びCO2の漏れ出し速度 (Ecmu)は、 0.665
μM S-I及び1.014μMS-lであった。従って、式 S7から算出される PtSLC4-2:GFP
による HC03・のグロスの取り込み速度 (GSLC4-2) は、 0.962μMs・1であった。ま
た、細胞内からの HC03酬の漏れ出しがないとすると hの値は 0μM S-lであるこ
とから、 DICのネットの取り込み速度 (NDIC) は、以下の式で算出できる(式
S8) 0 
51 
Nf)JC = tl + t2…Ec [S8] 
Fig. 2-11から、高 CO2環境下で生育させた WT細胞では、 DICのネットの取り
込み速度はほぼ0μMS-1であり、 Ecは、 0.769μMS-1と見積もることができるこ
とから、高 CO2環境下で生育させた WT細胞における DICのグロスの取り込み
速度 (GDIC)は、式 S8から、 tl+ t2で表され、 0.769ドMS-Iと算出できた。
高 CO2環境で生育させた SLC4G細胞においては、 NDICmu及び Ecmuは、それぞ
れ 0.85μMS-1及び1.014μMS-lと算出できることから、 SLC4G細胞における DIC
のグロスの取り込み速度 (tl十 t2mu)は、1.86μMS-lと見積もることができた。
じ方法を用いて、低 CO2環境下で生育させた WT細胞における NDIC及び Ec
値は、 2.36μMS-l及び0.899μMS-lと算出できたことから、 DICのグロスの取り
込み速度は、 3.26μMS-lと見積もった。これらのデータから高 CO2環境下
させた SLC4G細胞及び低 CO2環境下で生育させた WT細胞における DICの
グロスの取り込み量のうち、それぞれ 54%及び 28%が、 CO2として締約内から
細胞外に漏れ出していると見積もられた。低 CO2環境下で生育させた WT細胞









Table 2・.5DIC flux parameters across the plasmかmembrane
High CO2 Low CO2 
WT SしC4G WT SLC4G 
Chla (x10属、 4.51ま0.62 4.77土0.51 4.84土0.39 4.47 j: 0.42 
N01C -0.02ま0.05 1.27まな村 3.54土0.08 2.38 j: な36
EC 1.15ま0.03 1.52土0.39 1.35ま0.41 n.d. 
Net fixation 0.08:f 0.02 1.00土0.24 2.44土0.14 2.35ま0.19






B) 0 まず、光合成ノtラメーターへの影響について検討した結果、 Pmax値につい
ては、細胞間及び細胞の生育条件間にかかわらずDIDSによる影響は、認められ
なかった (Fig.2-13Aム)。一方、 KO.5[HC03-]値への影響は、顕著に認められた
(Fig.2-13A・)0 high CO2環境で生育させたWT細胞においては、 DIDSによる
影響は認めらなかった。しかしながら、低 CO2環境下で生育させた WT細胞に
おいては、 DIDS濃度依存的に KO.5[HC03-]値が大きくなる傾向が認められた。し
かしながら、 KO.5[HC03-]は、高 CO2環境下で生育させた WT細胞の値とは大き
























pH8.2及び 9.5では、 CO2が全く存布しない状況である。しかしながら、 pH7.5
においては、取り込み(約1.0μmolDIC mg-1 Chl min-1)が確認できた (Fig.2-13C今
white bar) 0 この pHにおいては、 C02が早急に生成されることからこの取り込み
が起こったと考えられる。一方で、高 CO2環境下で生育させた SLC4G綿胞にお
いては、 pH9.5においても十分な取り込み量が確認できた (0.21凶101DIC mg-1 
Chl min勺。この取り込み量は、 pH8.2において、最大レベルに達した(1.27田1.32
~mol DIC mg-1 Chl min-1) (Fig. 2-13C， gray bar) 0 pH8.2は、 DICの約 94%がHCOど
であることから、 PtSLC4-2は、主として HC03酬を輸送し、さらに、典型的な海
水の pH8.2で、機能していることが強く示唆された。
2 -3 1 4.PtSLC4-2のNa+依存的な HC03-取り込み活性
日甫乳類などの SLC4ファミリーの輪送形態は、 3つ存在するo1) cr/HC03酬の




らNa+を除去することによって、顕著に抑制された (Fig.2-15A) 0 この実験にお
ける細胞の浸透圧調整のために、 365mMのコリンクロライドを添加した。
SLC4G細胞における DICの取り込み量は、Na+濃度依存的に上昇し、 100mMNa+
で最大の取り込み量を示した (Fig.2-15A) 0 また、高 CO2環境下で生育させた
SLC4G細胞における O2発生も Na+依存的で、あり、 100mMNa+で、最大の発生量を
した (Fig.2-15B) 0 PtSLC4-2を介した DICの取り込みは、 Na+によって促進さ
れ、同族元素の仁やLi+によっては、確認できなかった (Fig.2-15C) 0 同様のイ
オン選択制は、光合成ノ《ラメーターにおいても確認できた。高 CO2環境下で生
育させたWT細胞におけるんS[HC03-]は、N〆による影響は認められなかったが、
低 CO2環境下生育 WT細胞及び高 C02環境下生育 SLC4G細胞においては、 100
mM NaCl及び 50mM Na2S04の存在下において、顕著な減少を示した (Fig.
2-15D)oこの Na+依存性は、同濃度のピやLi+の存在下では、確認できなかった。
また、最大光合成速度 (PmaJ値は、どの実験系おいても 140μmolmg-l Chl h-l 
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Fig. 2-13 Effects of an inhibitor and pH 
on the function of PtSLC4-2. A. Effects 
of various concentrations of SLC4 
inhibitor, DIDS, on photosynthetic 
parameters of WT and SLC4G cells grown 
in high (H) and low CO2 (L). KO.5 [HC03-] 
(closed circle); P max ( open triangle) in 
J..lmol O2 mg- l ChI h- l • Values are mean ± 
SD of at least three replicates. B. Effects 
of DIDS on NDIC of WT and SLC4G cells 
grown in high and low CO2. C. Effects of 
pH on N DIC of WT (white bar) and SLC4G 
(gray bar) cells grown in high CO2 . Initial 
[DIC] was set at 100 J..lM for NDIC 
measurement in Band C. Values are mean 
± SD (n = 3). 
~ 100 \ -0 OIJMAZA 
- 90 A SOIJMAZA § -100 IJM AZA 
~ :: . ~ Fig. 2-14 Influence of AZA on ND1C in 
high-C02-grown SLC4G cells. Effect of AZA, an 
inhibitor of external CA (CAext) activity, on the function 
of PtSLC4-2. Effects of 50 and 100 J..lM AZA on the rate 
of DIC uptake by SLC4G cells grown in high CO2• 
Values are mean ± SD (n = 3). 
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F i g . 2・ 15 N a  +  -dependent H C 0
3
- u p t a k e  of P t S L C 4・ 2. A. Na+-dependency o f N
D I C  
in 
h i g h - C 0
2
-grown S L C 4 G  cel s. B. N a七 dependency o f  the rate of O
2  
evolution in 
h i g h - C 0
2
-grown S L C 4 G  cells o n  the addition of 1 6 0 μ M  
h i g h - C 0
2
・
g r o w n S L C 4 G  cells in the absence and presence of 100 m M  N  aClラ K C lラ or 
L i C l. D. N a +ー dependency of photosynthetic parameters in W T  and S L C 4 G  cells g r o w n  
in high or l o w  C O
2
・




[ H C 0
3






.  O p e n  bar，  n o  salt control with 365 m M  of chorine chloride; 100 m M  of 
N a C l  (red); 50 m M  N a 2 S 0 4  (yellow); 100 m M  K C l  (green); 100 m M  LiCl (blue). 
V  al ues are m e a n 土 S D (n =  3  to 5). 
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2 - 4 . 考 察
本 研 究 か ら 、 P tricornutum の ゲ ノ ム 上 に は 、 複 数 の 無 機 炭 素 輸 送 体 候 補 遺 伝
子 が 存 在 す る こ と が わ か っ た 。 し か し な が ら 、 こ れ ま で に シ ア ノ バ ク テ リ ア 及
び 緑 藻 C. reinhardtii に お い て 、 H C 0
3
・ 輸 送 体 と し て 同 定 さ れ て い る
B C T 1 、 S b t A 、
L C I 1 や C O
2
取 り 込 み 系 に 関 与 す る と さ れ て い る
N D H - l ) 及 び N D H - 1
4
の ホ モ ロ
グ は 確 認 で き な か っ た 上 に 、
B i c A 、 H L A 3 、 即 1 の 2 つ の H C 0
3
・ 輸 送 体 及 び
C O
2




・ 輸 送 体 と し て 知 ら れ て い る
S L C 4 フ ァ ミ リ ー 及 び S L C 2 6 フ ァ ミ リ ー に
ホ モ ロ グ が あ る 遺 伝 子 が 複 数 確 認 で き (Fig. 2-1) 、
ヒ
P t S L C 4 - 1 ，  -乙 -3 ， -4ラ -5 は、
5 6  








していると思われる。これは、 P.tricornutum細胞を DIDS処理した場合、 SLC
型無機炭素輸送体に十分な限害効果が認められた実験結果からも示唆される
(Fig. 2-13A， B) 0 SLC4型及びSLC26型無機炭素輸送体を晴乳類では、細胞内
のホメオスタシスの維持に役立て、 P.tricornutumでは、海水からの無機炭素獲
得に役立てている点は、非常に興味深い点である。 P.1化ornutumにおける 10の
SLC型輸送体のうち、 CO2応答性を示した 3つの遺伝子 (ptSLC4-1，-2，四4) は、
cDNAレベルで、最大 82%の向一性があり、アミノ酸レベルでも高い相同性があ
った (Fig.2-4) 0 このことから、これら 3つの遺伝子は、遺伝子重複によって
じたものであると考えられる。また、この 3遺伝子の発現は、高 CO2環境下で
抑制され、低CO2環境下で誘導されることがわかった (Fig.2-1， 2-2) 0 この発現
パターンは、 CCMの発現と同様の傾向を示し (Shiraiwaand Miyachi， 1985; Price 
and Badger， 1989; Sultemeyer et al.， 1989; Colman， 1991; Sultemeyer et al.， 1991; 
Matsuda and Colman， 1995a; Kaplan and Reinhold， 1999)、シアノバクテリアや緑藻
C. reinhardtiiにおける HC03剛輸送体の発現傾向ともよく一致するものであった
(Burow et al.， 1996; McGinn et al吋 2003，2004; Price et al.， 2004; Wang et al、2004;
Woodger et al.ラ 2003，2005b; Woodger et al.， 2007) 0 PtSLC4-2には、唯一N末端側




予測膜トポロジーから締胞内に存在するのではなし1かと考えられた (Fig.2-5A) 0 





ら (Tachibanaet al.今 2011)、 CAと結合しているとは考えにくい上に、ヒトの
SLC4A4においても、最近の研究からこのモチーフを介して CAと結合している
57 
という可能性を否定するようなデータも得られている (Piermariniet al.今2006)0 
そこで、 PtSLC4-2の比較的長い C末端の細胞内における機能を考えた場合、多
量体を形成するのに必要なのではなしゅ瓦と推測される、晴乳類の SLC4ファミリ
ーは、モノマーだ、けではなく ホモダイマー ヘテロダイマー ヘテロテトラ
マーなど多量体として機能していることが多く報告されている(Clarke今刊行;
Nakashima and Makino， 1980; Casey and 設eithmeier，1991; Dodler et al.今 1993;




研究から明らかとなった (Fig.2-5B-J) 0 しかしながら、細胞によっては、 Hochest
シグナルやMitotrackerシグ、ナルとも一致しない強いGFP蛍光シグナルを発する
頼粒が細胞内に観察された (Fig.2-5， 2-6) 0 これは、エキソサイトーシスにおけ
るゴルジ体の一部で、はなし1かと考えられる。膜タンパク質は、翻訳後、その構
造等を維持するために、様々な修飾を受け、安定化している。 SLC4ファミリー
もその 1つであり、ヒトの SLC4Aも数カ所の N-グリコシル化を受けていること
が明らかとなっている (Grovesand Tanner， 1994; Choi et al.， 2003) 0 SLC4Alにお
ける N-グリコシル化サイトは、 N-X四Sと非常に短く、このサイトは CO2応答性




Table 4) 0 しかしながら、低CO2環境下生育締胞においては、この結果を模倣す
るような結果を得ることはできなかった (Fig.2-8， Table 4) 0 さらに、 DIDS処理
した高 CO2環境下生育 SLC4G締胞におけるんS[HC03-]が、 DIDS濃度依存的に
大きくなっていることも PtSLC4-2が、日C03-対する高親和性の輸送体であるこ
との証明になっている (Fig.2-13A) 0 また、低 CO2環境下生育細胞においても、
DIDS濃度依存的なんs[HC03-]の上昇が確認で、きた(Fig.2-13A) 0このことから、
低 CO2環境下においては、 PtSL4-2だけではなく、他の HC03・に対する高親和性
の SLC型輸送体が機能していることが強く示唆される。その候補としては、低
CO2環境下において、顕著に誘導される PtSLC4ぺ、 -4が候補して挙げられるが、
多くの PtSLC4及び PtSLC26の発現が低 CO2環境下においても確認されたこと
からこれらも候補として考えられる (Fig.2-1， 2-2) 0 実際に、細胞膜における
DIC f1uxの理論的考察及びDICの細胞内蓄積量の解析から、高 CO2環境下生育
WT細胞においても、ある程度高いグロスの DIC取り込み速度を維持し、さら




細胞膜における DICFluxの理論的考察から、高 CO2 下 させた
SLC4G紹胞における DICのグロスの取り込み量 (GDIC)に占める PtSLC4-2によ
るDICのグロスの取り込み量 (GSLC4-2) は、約 50%と見積もられた (Table5) 0 
この理論的考察においては、 PtSLC4-2が、 HC03・を輸送していると仮定した場合
によるものであったが、これが正しいことは、本実験において立証された (Fig.
2-13C) 0 P tr・icornutum細胞においては、明環境下において光エネルギー依存的
な無機炭素の取り込み、そして、それに続く CO2固定と同時に細胞内からの光
エネルギー非依存的な CO2の漏出が起こっていると考えられる。これは、明環
境下においては、高い無機炭素の取り込みと CO2固定を示したこと (Fig.2-11， 
Table 5)、細胞を明環境下から暗環境下に移した直後に CO2の漏出が直ちに起こ
ったことから示唆される (Fig.2-11) 0 これは、海洋性藻類で報告されているカ
ーボンサイクリングシステムではなし、かと考えられる (Tchernovet al.， 1997; 
2003) 0 光エネルギーは、葉緑体の光化学系及びミトコンドリアにおける光リン
酸化反応によって、化学エネルギーである ATPや NADPHに変換される。合成











日甫乳類における SLC4ファミリーには、 3つの輪送様式がある o 1つ目は
cr/HC03・の交換輪送、2つ自はNa+/HC03憎の共輸送、3つ目はNa+駆動型 cr/HC03-
の交換輸送である (Pushkinet al.， 1999; Sterling and Casey， 1999; Wang et al.， 2000; 
Romero et al円 2004)0 本実験から、 PtSLC4-2の輸送形式は、 Na+/HC03欄共輸送あ
るいはNa+駆動型 cr/HC03剛交換輪送で、あることが明らかとなり、 HC03・取り込み
の最大活性には、100mM以上のNa+を必要とすることがわかった(Fig.2-15AラB)0 




シアノバクテリアにおける BicA及び SbtAの最大 HC03-取り込み速度の半分
の速度を与える Na+濃度 (Ko.s[Na+])は、それぞれ、約1.7mM、約1.0mMであ
ることが明らかにされている (Maedaet al.， 2002; Price et al.， 2004) 0一方で、ヒ
トの骨格筋特異的に発現している SLC4型 HC03聞輪送体で、ある mNBC3 (muscle 
specific N a + -H C03嗣 cotransporter) の Ko. s [ト~a+](土、約 24mM であり (Pushkinet al吋
1999)、これは、 PtSLC4-2のKo.s[Na+]値 (28mM Na+) とよく一致していた (Fig.






にHC03・を輸送していることを証明した (Fig.2よ 2-13ラ2-15)0 これは、海洋性
珪藻類が、 HC03・を取り込んでいるというこれまでの生理学的なデータを (Patel
and Merrett， 1986; Colman and Rotatore， 1995; Rotatore et al.， 1995; Johnston and 
Raven今 1996;Mitchell and Beardallラ1996;Korb et al.， 1997; Burkhardt et al.ラ 2001;
Matsuda et al.， 2001; Rost et al.， 2003; Trimborn et al吋 2008)、分子レベルで、証明した
初めての例である。さらに、 Ptricornutum UTEX642株においては、細胞外 CA
を利用して海水中の HC03帽を一旦 C02に変換後、取り込んでいることも吾定す
る結果が得られた (Fig.2-14)0 この結果は、これまで、当研究室の























ク質として、 cAMP合成酵素であるアデニル酸シクラーゼ (adenylylcyc1ase : AC) 
が同定され、その機能に注目が集まっている (Bucket al.， 1999; Chen et al.， 2000; 
Cann et al.， 2003; Klengel et al.， 2005; Hammer et al.ラ 2006)0 ACは、可溶型AC
(soluble adenylyl cyc1ase sAC) とトランスメンブレン型 AC(transmembrane 
adenylyl cyc1ase : tmAC)の2種類が存在する。第一章でも述べたように、ラット
の精子においては、 sACが CO2/HC03備によって直接的に活性化されることによ
って、細胞内 cAMP濃度が上昇し、それを引き金として鞭毛運動を開始すると
考えられている (Chenet al.， 2000) 0 の形態変化に関しでも、 sACが関与し
ていることがすでに明らかとなっているほlengelet al吋 2005)0 その生理機能は
不明であるが、シアノバクテリア Synechocystissp. PCC6803のsACである Cya1
及び Anabaenasp. PCC7120から単離された sACである CyaB1は、 HC03・よりも
むしろ CO2によって、直接的に活性化されることが報告されている (Hammeret 
al.， 2006) 0 また、 sAC以外の CO2センサー候補タンパク質も同定されている
(Hashimoto et al.， 2006; Jones et al.， 2007; Hu et al.今2007;Sun et al.， 2009) 0 横物の
気孔の開閉運動には、 ACではなく、タンパク質リン酸化酵素 HT1キナー ゼ、が
CO2センサーとして機能していることが示唆されており (Hashimotoet al吋 2006)、
蚊やショウジョウバエで、は、味覚受容体ファミリーである Gr21a及び Gr63aが
共作用することによって、環境 CO2濃度を感知していることが報告されている
(Jones et al.今2007)0 さらに、マウスにおいては、嘆覚ニューロンに発現してい
るグアニル酸シクラーゼ岨D (guanylyl cyc1ase四D:GC幽D) とカーボニックアンヒ
ドラー ゼ、 (carbonicanhydrase : CA)が環境CO2濃度の感知に重要であることが
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細胞は、海洋性珪藻Phaeodαctylumtricornutum Bohlin UTEX 642株をテキサス
大学藻類カルチャーコレクション (UTEXラAustinラTexas，USA) より入手した。
この細胞を GuillardとRyther(1962)及びHarrison(1980) らのものを一部変更
した人工海水 F/2AS W (half二strengthof Guillard F artificial seawater; Table 1)約 30






















RNAの抽出は、 RNeasy⑧MiniKit (QIAGEN， ValenciaちCA，USA)のプロトコール
に従って行い、 Nanodrop (Thermo Fisher Scientific今Waltham今USA)を用いて A260
を測定後、 RNA溶液の濃度を算出した。
3 2 4. 半定量的及び定量的 RT-PCR





dehydrogenase遺伝子 (GapC2)を用いた o GαrpC2 の定量には GapC2F
( 5'幽GGACGATCTTCCTTGGCAAACTTGATTC-3'及び、 GapC2R
(タぐGTCTTCGGTGTATCCGAGAATACCCTT皿了)のプライマーを用いた。 PCR
の条件は、 940Cで2分間熱変性した後、 940Cで 30秒、 670Cで30秒及びブ20Cで
30秒のサイクルを 30回繰り返し、 0.5μgmL-1ェチジウムブロマイドを含む2%
TBEアガロースゲ、ルにて電気泳動を行い、トランスイルミネーターで観察した。
各遺伝子の mRNA 蓄積量の解析には、 sAC Fw 
5' -ACAGCAAATTTGATTTTGATCTTGAG-3、)及び sAC 1ミv
5 にCAATACTTCAAGCAAAGCTTGAGC~3今)、 pttmACl Fw 
(ター AATGATAATTTTGTGGCGGACAAGAAC-γ) 及び pttmAC1 Rv 
( 5¥GCTGGAGTAGTCTGTGGAAGCATACC-3 '、 pttmAC2 Fw 
( 5'-TCGGAAGAGGAAAAGCTCCCGTCAGGGTTCC-3今)及び、 pttmAC2 Rv 
(デー CATGCGCGATGCCATGTTCACATGGGG-γ)のプライマーセットを用いた。
PCR条件は、 940Cで2分間熱変性した後、 940Cで30秒、 600Cで30秒及び 720C
で30秒のサイクルを 30・35回繰り返した。
定量的RT-PCRは、 SmartCycler@ thermal cycler system (Cepheid， Sunnyvale， CA， 
USA)及びSYBRPremix Ex Taq (タカラバイオ今京都，日本)のプロトコールに
従って行った。内部標準遺伝子は、 GapC2を用い、その定量には、 GapC2Fw
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ドを鋳型とした。 PCR条件は、 GapC2の場合、 95ocで10秒間熱変性した後、 95oc 
で5秒、 60ocで20秒、ブ2ocで10秒のサイクルを45回繰り返した。 ptcalの場合、
950Cで10秒間の熱変性後、 950Cで5秒、 630Cで20秒、 720Cで10秒のサイクルをお
回繰り返した。
3-2-5.ガスクロマトグラフィーを用いたDIC濃度の測定
2 2 1 1 bに示した方法を用いて DIC濃度を決定した。
3… 2… 6.細胞破砕液を用いたAC活性測定法
低 CO2環境下で生育させ、対数増殖期の野生型 P.tricornutum細胞 50mLを
3ラ000rpm、200C、5分の条件で集藻し、上清を除去後、 50mM Tris由HCl(pH7.0) 
400 JlLに細胞を懸濁した。その後、超音波破砕機 ULTRASONICDISRUPTOR 















3 -3 -1. dbcAMP及びIBMX添加によるptcalmRNAの蓄積量の解析







低 CO2環境下に順化する際に、 cAMPのアナログ体である dbcAMPあるいは
cAMP分解酵素である phosphodiesteraseの阻害剤である IBMXを細胞培養液に添
加し、 2日間薬剤処理を行った。そして、内在ptcalの発現議の変化をリアルタ
イム PCRによって解析した (Fig.3-1) 0 高CO2 (5% CO2)環境下で生育させた
細胞を 2日間、低 CO2 (Air)環境下に順化させることによって、内在ptcalの
mRNAの蓄積量が約 40倍に上昇した。しかしながら、 0.5、1.0、10mM dbcAMP 
を添加することによって、 Air環境下にもかかわらず、 ptcalのmRNAの蓄積最








3 -3 -2. CO2センサー候補タンパク質の探索
内在 ptcalの発現量が細胞内 cAMP濃度によって制御されているという結果
(Fig. 3-1)どこれまでの uidAレポーター遺伝子を用いたptcalプロモーターの
詳細な解析から cAMP/C02responsive element (CCRE)がCO2応答のシスエレメ
ントであること、さらに、時乳類などにおける sACが CO2/HC03・によって直接
的に活性化されるという知見を某に (Chenet al円 2000)、Ptricornutumにおいて
も、 ACが環境CO2濃度のセンサ一因子として機能している可能性が十分に考え
られた。そこで、ラットの精子において CO2/HC03帽によって直接的に活性化され
る sACの 2番目の活性部位のアミノ按配列にホモログにある遺伝子を R
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tricornutumのEST及びゲノムデータベースを用いて網羅的に解析した。その結




ノ酸がアスパラギン酸 (D)である ACは、 C02/HC03酬による活性化を受けるこ














である O また、海洋性中心目珪藻 Thαlassiosirapsωdonanaにおいても、 2つの




他の生物種における ACとの活性部位における系統解析を行った (Fig.3-3) 0 そ
の結果、 PttmAC1、TptmAC1及びTptmAC2は、独立した 1つのクラスターを形
成していることが明らかとなった。しかしながら、 PtsACにおける 2ヵ所の活性












1.0 I 0.5 wash 
dbcAMPI 
IBMX(mM) 
Fig. 3-1. Effects of dbcAMP 
and IBMX treatments on 
transcript levels of the 
endogenous pteal during 
acclimation from 5% CO2 to 
air. WT cells grown under 5% 
CO2 were transferred to air and 
allowed to acclimate to air for 2 
days at 20°C in the absence or 
presence of 0.5, 1.0, or 10 mM 
db cAMP and/or 0.5 or 1.0 mM 
IBMX as indicated In the 
diagram. In a part of 
experiment, an aliquot 
the 
of 
air-acclimating cells under the 
treatment with both 1.0 mM 
db cAMP and 0.5 mM IBMX for 6h (1.0/0.5) with F/2ASW and allowed to acclimate to 
air for the next 12h (wash). Total RNA was extracted from each cell and relative 
amounts of the ptea1 product were quantified as rations to levels of the Gape2 product 
as an internal standard using the quantitative real-time PCR technique. Values are means 
± SD of three separate experiments. 
* 'Y 0.. 
358 MKQD'rRYGK FDI-1IKLPK1I.'JE (83) ASLASINEtJ1M~HDDr DL?KLS'1'CVLSA 
'"}29 DRYSGHLRQFIVDDKGVVLL (~) 1) GGVRRHEFAVMGAP\'N---LAl\.RT..MSS 
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an GNDNFVADKNQ----ADKAI. (56) GSQRKID.~.TYVSf.AV.r.RAEFLESSTKK 
1 187 Q1.ASLPGTQG.f--- -ADAAL (50) GSEYKIDAT YLSPH'v'N---MASRl-t"1SJ!.. 
n4 HSLGGSANKNI ----GDA?L (92) GSTRKLDAT 'fIS£SVE---QS£rLESS 
230 TRWGG'I'CNKNL----GNI,!"L (112) GSLQKVDAT YLSPHVN---MAARl'1EAA 




Rattus sAC C1 87 LH'GGDILK i"l\----GDf,LL (55) GDETRNYFLVIGQEWDDVRLA Nt-1AQ~ 18'1 
Ratcus sAC C2 336 FMFD----------KGCS?L (51) 
l1ycobacc.ed tl!:l Rv1319c 399 DRHBGL TNKFA----GDJ:\AL (~)O) 
Anabaena CyaBl 638 F.1YEGTr.DK FI ----GDAtM (S9) 
Sp.i. z:u.l .. in.il CyaC 1049 f8NQGTVDK FV----GDAIM (66) 
Stiqmatel1a CyaB 203 ·LTCGGTLDK FL--- - GDGLt1 (66) 
t1ycobac...:eriwn Rv1264 253 Tl,Pf'V\'iFI Kl'I ----GDAVM (40) 
.qattus tmAC3 C1 359 HQL---RIKIL----GDCyY (54) 
Hattus tnv1C3 C2 967 KFHVITKI KTI - ---GS'PYM (72) 
GB'l'VRHEYTVIGQKVN--- IA!\RI-11-lt1Y '120 
GAKQRFEYT~vGK?\'N---QAl~RLCEL 488 
GSHKRt1DYTVIGDGVN--- [,SPRLBTV 736 
GSQERSDFT l\JGP"·,,'N--- TAARl .• QEA 1154 
GGSt-mTEYTCIGDA"v'N---V,,\ARLCA'L 308 
-----Ri~Gm'iEGSpVN---Vj\SRV'I'GV 327 
G"' K-R~JQYDi]~'iSTDVT---Il;\NKMEAG 519 
GAR- KPHYDI\>,GNTVN---VASIWEST 11 43 
Mus tml\C9 C1 434 KCE--- KIS'n ----GDCYY (54) GMR- Rr' KFDVWSND\'N-- - Ll\NLMEQL 519 
1'11).5 t.rnAC9 C2 10% DYNSIEKI KTI GA1'Yt<'l (62) GTT - KI.LYDIWGDTVN--- IASRI,mT'l' 1196 
Yes 
No 
Anabaena Cya8l T721A 638 FNYEGTLDK FI ----GDALt-l (59) GAKf)RFSYAV\lGl<[>VN---QJl.ARLCEL 736 I Yes 
A;1abaerw CyaBl T721D 638 FNYEGTLDKFl ----GDALt'1 (59) GAKQRFEYDvVGKPv'N---QAARLCEL 736 I No 
Fig. 3-2 Amino acid sequence alignment of the catalytic domains of ACs from 
various species. Amino acid residues important for enzyme activity are indicated by 
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bold characters and symbols; residues for, asterisk, substrate definition; filled inverted 
triangle, divalent metal ion coordination; open circle, substrate definition and full 
catalysis of ACs, filled circle, transition state stabilization. Numbers of amino acid 
between two domains are indicated in parenthesis. Presence or absence of Ci 
dependency is indicated at the right of the alignment. 
Fig. 3-3 Sequence analyses of diatom ACs. A. The phylogenetic tree was constructed 
using multiple alignments of P. tricornutum ACs and ACs in several origins as follows: 
Anabaena spirulensis CyaA (Protein database, PDB ID, P43524); A. spirulensis CyaB1 
(Genbank ID, BAAI3998); A. spirulensis CyaB2 (Genbank ID, BAAI3999); A. 
spirulensis CyaC (Genbank ID, BAAI4000); Anopheles gambiae AC (Genbank ID, 
XP _001237598); Chlorojlexus aurantiacus Chlol066 (Genbank ID, ZP _00018085); C. 
aurantiacus Chlo1187; (Genbank ID, ZP_00018205); C. aurantiacus Chlo1431 
(Genbank ID, ZP _00018442); Cryptococcus neoformans Cacl (Genbank ID, 
AAG60619); Dictyostelium discoideum SgcA (Genbank ID, AAK92097); Spirulna 
platensis CyaC (Genbank ID, BAA22997); Stigmatella aurantiaca CyaA (Genbank ID, 
CAA 11549); S. aurantiaca CyaB (PDB ID, P40 183); Synechosystis sp. PCC6803 Cya1 
(Genbank ID, NP _ 441200); Synechocystis sp. PCC6803 CyaA2 (Genbank ID, 
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B A A  16969); Mycobacterium leprα e  A C  ( G e n b a n k  I D ，  C A A 1 9 1 4 9 ) ; λ 1esorhizobium 
C y a 3  ( G e n b a n k  I Dラ B A B 5 0 2 0 5 ) ; Rattus norvegicus s A C  ( G e n b a n k  
A A D 0 4 0 3 5 ) ;  M u s  musculus s A C  ( G e n b a出 I Dラ N P_766617); P l a s m o d i u m  falciparum 
( G e n b a n k  I D ，  N P  _ 7 0 4 5 1 8 ) ;  Oryctolagus cuniculus s A C  ( G e n b a n k  
A A 0 3 8 6 7 3 ) ;  A のノ cobacterium R v 1 2 6 4  ( G e n b a n k  I Dラ N P  _215780); λ lycobα cterium 
( G e n b a叫 ( I Dラ N P_215835); H o m o  sapiens t m A C 4  ( G e n b a n k  I Dラ
A A M 9 4 3 7 3 ) ;  B o s  taurus t m A C 1  ( G e n b a叫 ( I Dラ A A A 79957); Rattus norvegicus t m A C 3ラ
孔 155075; M u s  musculus t m A C 9ヲ C A A 0 3 4 1 5 ; P. tricornutum s A C  ( G e n b a n k  I Dラ
X P  _ 0 0 2 1 7 7 5 9 1 ) ;  P. tricornutum t m A C 1  ( G e n b a n k  I Dラ X P_002185871); P. tricornutum 
t m A C 2  ( G e n b a n k  I Dラ X P_  002186366); T  p s e u d o n a n a  t m A C  1  ( G e n b a n k  I Dヲ
X P  _002289271); T  p s e u d o n a n a ，  t m A C 2  ( G e n b a n k  I Dラ X P_002293237). *  indicates the 
C O
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3 - 3 - 3 . 半 定 量 的 R T - P C R に よ る p t s A C ，pttm A C l ，  pttm A C 2 の 発 現 量 解 析
半 定 量 的 R T - P C R を 用 い て 、 p t s A C 、 p t t m A C l 、 p t t m A C 2 の 高 C O
2
環 境 下 及 び 低
C O
2
環 境 下 に お け る m R N A の 蓄 積 量 の 解 析 を 行 っ た (Fig. 3-4) 0 環 境 指 標 マ ー
カ ー と し て 用 い た 典 型 的 な C O
2
応 答 性 遺 伝 子 で あ る ptcal は 、 低 C O
2
環 境 下 で
顕 著 に 誘 導 さ れ て い る こ と か ら 、 細 胞 は 、 各 環 境 に 順 化 し て い る こ と が わ か っ
た 。 し か し な が ら 、 目 的 遺 伝 子 は 、 ど れ も
C O
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Fig. 3・ 4 T h e  occurrences of three A C  transcripts in P. tricornutum. Analysis o f  
transcript levels of p t s A Cラ p t t m A C l a n d  p t t m A C 2  b y  semi-quantitative R T - P C R .  H  a n d  
A  indicate for 50/0  C O
2  
condition a n d  air conditionラ respectively. g a p C 2  w a s  used as a n  





炭素源として 40mM NaHC03を添加し、活性化される ACが存在するのかを
cAMPの蓄積量を指標として検証した (Fig.3-6) 0まず、細胞破砕液を supernatant
頭分と pellet画分に分け、各画分と反応溶液を混合した。反応溶液中に含まれる
DICを除去するため、 10陀 mL-1CAを添加し氷上で連続的にN2通気を行いなが
ら、 GCを用いて反応溶液中の DIC濃度をモニタリングした (Fig.3-5) 0その結
果、 N2通気を初めて 20分ほどで、 DIC濃度が約 50μM以下にまで低下したが、
これ以上の除去はできなかった。次に、 40mMのNaHC03を添加した場合と未
添加の場合における AC活性の違いを測定した (Fig.3・6)0まず、珪藻の Total
lysateを用いた場合、 NaHC03を添加することによって、 AC活性が約 2.5倍上昇
した。また、同様の活性上昇は、 supernatant及びpelletの両面分においても確認
でき、 NaHC03の添加により、約 8倍及び約 2.4倍高くなった。また、 pellet両
分と比較して、 supernatant画分のほうが、 NaHC03添加による活性の上昇は大き
かった。さらに、ACの活性には、2価金属イオンが必須であることから、NaHC03
の添加により最も ACの活性化が認められた supernatant画分を用いて、 2価金属
イオンの AC活性の影響を調べた (Fig.3-7) 0その結果、 Mn2+を添加した場合に
最も高い活性を示し、Co2+や Zn2+の添加によってもある程度の AC活性を維持し
ていることがわかった。しかしながら、 Mg2+や Cu2+の添加で、は、 2価金属イオ
ン非添加の場合と問レベルの AC活性しか認められなかった (Fig.3-7) 0 
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Fig. 3-5 Changes in [DIC] in reaction mixture during N2 purge. [DIC] in reaction 
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Fig. 3-6 Measurement of AC activities in lysate of P. tricornutum. Activities of ACs 
in crude lysate, supernatant and pellet in the presence and absence of NaHC03. White 
bars and gray bars indicate the activity in the absence and the presence of NaHC03, 
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Fig. 3-7 Characterization of sAC of P. tricornutum. AC activity in supernatant was 
measured in the presence of different cations by ELISE method. Values are mean ± SD 



















(adeny1y1 cyclase : AC) によって合成される。日暗甫手乳し類においては、 ACの夕イブプG 
として可溶型AC(so1ub1e a必denηザうy匂r1c句yclase sAC) とトランスメンブレン型AC
(tra百n凶1路smembraneaden町1ηy1削yρ1cりyclase: t加mAC)の2種類が存在する O これまでに、晴乳
類、真菌、シアノバクテリアにおけるsACは、 CO2/HC03聞による直接的な活性を
受けることが報告されており、 CO2/HC03・センサーであると言われている (Buck
et al.， 1999; Chen et al.ラ2000;K1enge1 et al.， 2005; Hammer et al.， 2006) 0 ラット精子
のsACの活性部位を用いて、PtricornutumにおけるAC候補遺伝子の網羅的な解析
を行ったところ、計18のAC候補遺伝子が、ゲノム上に存産することがわかった。
そのうち、 3つのAC~戻ネ南 (PtsAC 、 PttmACl 、 P抗mAC2) が、 CO2/HCO正による















用いて、無機炭素の添加・非添加におけるACの活性測定を行った (Fig.3-6) 0 
結果として、 supematant及びpellet両画分において、無機炭素を添加することによ












細菌のsACで、あるChlo1187の特性とよく一致するものであった (Chenet al.， 











海洋性珪藻類は、溶存無機炭素 (dissolvedinorganic carbon :閉じを獲得し、





















のHC03・輸送体 (PtSLC4-1，よ -4)は、 cDNA及びアミノ酸レベルで、相向性が




的メカニズ、ムであり、進化の原動力であると言われている (Guet al.ラ2003;Moore 
and Purugganan， 2003) 0 また、 CO2応答性は、どの遺伝子においても顕著に認め
られたが(第二章、 Fig.2-1， 2欄2)、その発現レベルは、 1桁オーダーで、違ってい










2-1， 2-2)0 これまで、シアノバクテリアや緑藻 C.reinhardtiiにおいては、 CCM
とそれに関連する遺伝子の発現は、専ら低 CO2環境で起こる CO2飢餓ストレス
シグ、ナルによって誘導されるという説が支持されている (Moroneyand Somanchi今
1999)0一方、緑藻 Chlorellaellipsoidω ではこの説とは対照的に、高 CO2環境で、
特異的に起こるシグ、ナルにより、 CCMや関連遺伝子を抑制的に制御するという

















われているアクアポリンのホモログが、 P tricornutumのゲノム上にも 4つ存在
し、その蓄積量を定量的 R下PCRによって解析した(第四章、 Fig.牛1)0このう
ち、 ptAQP2及びptAQP4の発現は、高 CO2環境下で誘導されており、特に顕著
な CO2応答性を示す PtAQP2は、 GFPの蛍光シグ、ナルによる局在解析から細臨
75 
在していることが明らかとなっている (Matsuiet al.， personal 











































Fig. 4-1 Transcript levels of ptA QPs in WT grown under high and low CO2 
conditions. H and L indicate high CO2 condition and low CO2 conditionラrespectively.






















et al.~ 2007)、この 2つは、葉緑体に移行する可能性があることから葉緑体包膜
あるいはチラコイド膜に局在する可能性が考えられる (datanot shown， Kroth et 
al.， 2008) 0 P. tricornutum UTEX642株における CCMの重要な構成因子であるカ
ーボニックアンヒドラーゼ、 (CA) の局在も葉緑体包膜系に集中しており








さらに、追実験として、 P.tricornutum細胞の 2つの 2価金属イオン輸送体候
補 PtSLC39-1及び PtSLC39-2の細胞生育環境中における発現量の比較解析も行
った(第四章、 Fig.ι2)0これは、哨乳類の SLC39が金属イオンと HC03・の共輪
を行っているということが報告されたからである (Heet al.~ 2006; Girijashanker 
et al.今2008)0 PtSLC39岨]及びPtSLC39田2は、共に生育環境の CO2濃度にかかわら
ず定常的な発現を示した(第四章、 Fig.4-2) 0 ~甫乳類における SLC39 は、一般
的に様々な 2価金属イオンを輸送することが知られており、その対象金属イオ
ンは、 Zn2+、Cd2+、Mn2¥ Mg2十、 Fe2十と多岐に渡っている。そこで、これら金属
イオンが HC03怖との共輸送体として機能しているとした場合、次のような仮説が
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Fig. 4-2 1ミelativeptSLC39s levels in WT cells grown under high and low CO2 
conditions. H and L indicate high CO2 condition and low CO2 condition， respectively. 
Error bars are mean土SDof at least three independent experiments. 
Na+がHC03欄輪送及び、CO2間定に与える影響について ~第二章より~
本実験では、 PtSLC4-2が、 Na+濃度依存的に HC03・を取り込んでいること、 Na+








トンの光合成を制限していることも明らかとなっていることから (Coaleet al.， 
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